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En el presente estudio se evaluó el potencial citotóxico de extractos de 23 residuos 
vegetales provenientes de la industria procesadora de frutas. Los extractos fueron 
obtenidos mediante Soxhlet utilizando metanol como disolvente y la evaluación citotóxica 
se realizó frente a cuatro líneas tumorales de origen humano: A-549 (adenocarcinoma de 
pulmón), HT-29 (adenocarcinoma colorrectal), MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama) 
y PC-3 (carcinoma de próstata). Adicionalmente, se evaluaron los rendimientos, el 
contenido total de fenoles (CTF) y de flavonoides (CTFl) de los extractos. Como resultado 
de lo anterior, se establecieron cuatro residuos con potencial citotóxico: la almendra y la 
cubierta de la semilla del mango de azúcar (ASMA y CSMA), las semillas de curuba (SC) 
y el cáliz de uchuva (CU). Dado que el extracto de ASMA presentó actividad moderada 
(porcentajes de supervivencia celular menores a 40% a 125,0 μg/mL de extracto) frente a 
las cuatro líneas celulares, esta biomasa fue seleccionada para un proceso extractivo de 
mayor selectividad (extracción con líquidos presurizados, PLE), a fin de establecer la 
posibilidad de mejorar la actividad citotóxica frente a las líneas tumorales estudiadas, así 
como el rendimiento, CTF y CTFl. Para esto, se evaluaron diferentes condiciones de 
temperatura (80 y 120 ºC) y de presión (40, 80 y 120 bar). El extracto obtenido a 120 ºC-
40 bar, presentó actividad frente a A-549 (49,0% supervivencia celular a 125,0 μg/mL de 
extracto), HT-29 (14,9% supervivencia celular a 1,25 μg/mL de extracto) y PC-3 (41,0% 
supervivencia celular a 125,0 μg/mL de extracto). El extracto ASMA-PLE (120 ºC-40 bar) 
presentó valores de rendimiento (18,3%), CTF (1.310,67 mg ácido gálico/100 g muestra 
seca) y CTFl (77,48 mg de quercetina/100 g muestra seca), significativamente superiores 
a los obtenidos en ASMA-Soxhlet (rendimiento: 3,0%; CTF: 48,60 mg ácido gálico/100 
muestra seca; CTFl: 6,09 mg de quercetina/100 muestra seca). Adicionalmente, los 
extractos ASMA-Soxhlet y ASMA-PLE (120 ºC-40 bar) fueron estudiados por 
cromatografía líquida de alta eficiencia acoplada a espectrometría de masas, CLAE-EM, 
de manera comparativa y se identificaron algunos compuestos de manera tentativa. En 
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ambos extractos se encontraron los compuestos: cafeoil glucósido, ácido quínico, ácido 
gálico y 3-O-galoilgalato de metilo; mientras que en el extracto ASMA-PLE se hallaron: 
galato de metilo, tetra-O-galoil-glucósido, mangiferina, homomangiferina y ácido elágico. 
El trabajo permitió establecer que PLE permite obtener extractos con mayor rendimiento, 
selectividad y en tiempos menores de extracción, a partir de ASMA. 
 
 







This study evaluated the cytotoxic potential of extracts of 23 vegetal by-products from the 
fruit processing industry. The extracts were obtained by Soxhlet, using methanol as solvent, 
and the cytotoxic evaluation was undertaken against four tumor cell lines of human origin: 
A-549 (pulmonary adenocarcinoma), HT-29 (colorectal adenocarcinoma), MDA-MB-231 
(mammary adenocarcinoma) and PC-3 (prostate carcinoma). In addition, the extraction 
yield, the total phenolic content (TPC) and the total flavonoid content (TFC) of the extracts 
were also evaluated. As a result, it was established that four by-products had cytotoxic 
potential: the kernel and the coat of the mango seed (ASMA and CSMA), the banana 
passionfruit seeds (SC) and the cape gooseberry chalice (CU). Given that the ASMA-
Soxhlet extract presented moderate activity (percentages of cell survival lower than 40% 
at 125,0 μg/mL of extract against the four cell lines), this biomass was selected for an 
extractive process of higher selectivity (Pressurized liquid extraction, PLE), aiming to 
determine the possibility of improving the cytotoxic activity against the studied tumor lines, 
as well as the extraction yield, the TPC and the TFC. For this, different temperature (80 
and 120 ºC) and pressure (40, 80 and 120 bar) conditions were evaluated. The extract 
obtained at 120 ºC-40 bar presented activity against A-549 (49,0% cell survival at 125,0 
μg/mL of extract), HT-29 (14,9% cell survival at 1,25 μg/mL of extract) and PC-3 (41,0% 
cell survival at 125,0 μg/mL of extract). The ASMA-PLE extract (120 ºC-40 bar) presented 
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significantly higher values of extraction yield (18,3%), TPC (1.310,67 mg gallic acid/100 g 
dry weight) and TFC (77,48 mg of quercetin/100 g dry weight) than those obtained in 
ASMA-Soxhlet (extraction yield: 3,0%; TFC: 48,60 mg gallic acid/100 dry weight; TFC: 6,09 
mg de quercetin/100 dry weight). In addition, the extracts ASMA-Soxhlet and ASMA-PLE 
(120 ºC-40 bar) were studied comparatively through high performance liquid 
chromatography-mass spectrometry (HPLC-MS), and some compounds were identified 
tentatively. In both extracts the following compounds were found: caffeoyl-glucose, quinic 
acid, gallic acid, and methyl 3-O-galloylgallate; whereas in the ASMA-PLE extract the 
following compounds were found: methyl gallate, tetra-O-galloyl-glucoside, mangiferin, 
homomangiferin and ellagic acid. The study led to establish that PLE allows to obtain 
extracts with better yield, selectivity and in lesser extraction times, based on ASMA. 
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El cáncer es una de las causas más importantes de morbilidad (14,1 millones de nuevos 
casos en 2012) y mortalidad en el planeta (8,2 millones de muertes relacionadas en 2012), 
por lo que la búsqueda de alternativas quimiopreventivas y terapéuticas continúa siendo 
un objeto de investigación de gran importancia para la salud pública. Esta búsqueda ha 
conducido por años a la explotación de productos naturales de diverso origen y en las 
últimas décadas ha promovido la valorización de residuos y subproductos de la industria 
agroalimentaria, como fuentes de extractos y compuestos bioactivos para la prevención y 
tratamiento de enfermedades crónicas como el cáncer. 
 
En el mundo se generan 1,3 billones de toneladas de residuos por los procesos de 
producción, transformación y consumo de alimentos, lo que equivale a 1/3 de la producción 
global de alimentos, mientras que en Colombia la generación de residuos por el 
procesamiento de productos hortofrutícolas puede alcanzar hasta el 30% de la producción 
de alimentos.  
 
Por otra parte, la explotación de residuos y sub-productos ha estado ligada en los últimos 
años a conceptos de sustentabilidad, química verde y responsabilidad, por lo que los 
procesos para la evaluación de su potencial y eventual aprovechamiento, ha promovido el 
desarrollo de técnicas de bajo impacto sobre al ambiente. Entre éstas se encuentran las 
denominadas técnicas emergentes de extracción, en las cuales el uso de disolventes de 
baja o nula toxicidad es una prioridad, entre otras características de importancia. La 
extracción con líquidos presurizados, PLE, es una de estas técnicas y ha estado vinculada 
al estudio de productos naturales y al aprovechamientos de residuos agroindustriales. 
 
2 Estudio comparativo sobre la obtención de extractos con 
actividad citotóxica a partir de residuos frutícolas 
 
Este panorama ha propiciado el desarrollo del presente trabajo investigativo, el cual partió 
del siguiente objetivo general: 
 
Evaluar el potencial citotóxico de algunos residuos frutícolas sobre líneas tumorales de 
cáncer humano de pulmón, colon, mama y próstata. 
 
Para alcanzar este propósito se formularon tres objetivos específicos: 
 
• Realizar un estudio comparativo entre residuos frutícolas respecto a la actividad 
citotóxica de sus correspondientes extractos. 
• Optimizar las condiciones de extracción de temperatura y presión con fluidos 
presurizados en cuanto a rendimiento y actividad citotóxica. 
• Caracterizar por métodos cromatográficos el extracto con mayor actividad 
citotóxica. 
 
El desarrollo de estos objetivos implicó dos fases:  
i. Obtención y evaluación de la actividad citotóxica de extractos de 23 residuos 
de la industria procesadora de frutas. Los extractos fueron obtenidos mediante 
Soxhlet empleando metanol como disolvente y la actividad citotóxica se evaluó 
frente a cuatro líneas tumorales de origen humano: A-549 (adenocarcinoma de 
pulmón), HT-29 adenocarcinoma colorrectal), MDA-MB-231 (adenocarcinoma 
de mama) y PC-3 (carcinoma de próstata). En cada uno de los extractos se 
estableció el rendimiento y el contenido total de fenoles (CTF) y de flavonoides 
(CTFl), dada su posible incidencia sobre la actividad citotóxica. Como resultado 
de esta fase se caracterizó el extracto de mayor actividad por cromatografía 
líquida de alta eficiencia acoplada a espectrometría de masas, CLAE-EM, y la 
biomasa de origen fue seleccionada para la fase ii. 
ii. La biomasa seleccionada en la fase i fue sometida a un proceso de extracción 
con líquidos presurizados, PLE, usando etanol como disolvente. En este 
proceso se estudió el efecto de la temperatura (40 y 120 ºC) y la presión (40, 
80 y 120 bar) sobre el rendimiento, CTF, CTFl y la actividad citotóxica en las 
líneas celulares referidas en la fase i. El extracto de mayor actividad citotóxica 
obtenido mediante PLE fue caracterizado por CLAE-EM. Por último, los 
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extractos activos de las fases i y ii fueron comparados, a fin de establecer las 
ventajas de cada técnica de extracción. 
 
El trabajo consta de cuatro capítulos. En el capítulo 1 se presenta la revisión bibliográfica 
relativa a los aspectos biológicos y epidemiológicos del cáncer, algunos avances en el 
campo de los productos naturales como fuentes de compuestos terapéuticos, así como 
algunas consideraciones sobre el potencial de los residuos frutícolas en este campo y la 
PLE como estrategia de aprovechamiento. En los capítulos 2 y 3 se presentan los 
resultados de las fases i y ii, respectivamente. Finalmente, se exponen algunas 
recomendaciones producto de la investigación (Capítulo 4) y se presenta información 












1. Residuos frutícolas como fuente promisoria 
de compuestos bioactivos contra cáncer, 
posibilidades y alternativas de obtención 
En el presente capítulo se discuten los aspectos más relevantes que definen y 
contextualizan el trabajo de maestría “Estudio comparativo sobre la obtención de extractos 
con actividad citotóxica a partir de residuos frutícolas”. Inicialmente, se describen algunos 
aspectos biológicos y epidemiológicos del  cáncer, lo que plantea la necesidad de persistir 
en la búsqueda de compuestos bioactivos para su prevención y tratamiento. Se ilustran 
algunos casos de compuestos bioactivos obtenidos a partir de fuentes vegetales. 
Eventualmente, se expone el potencial de algunos residuos de frutos como fuentes de 
agentes antiproliferativos frente a diferentes líneas celulares tumorales. Finalmente, se 
hace una revisión de los métodos de extracción empleados en la obtención de extractos 
con actividad anticáncer, y se plantea la técnica de extracción con fluidos presurizados 
(Pressurized Liquid Extraction-PLE) como una estrategia para la obtención de productos 
selectivos, con altos rendimientos y libres de disolventes orgánicos, los cuales pueden ser 
de interés para el control del cáncer. 
1.1 Aspectos biológicos y epidemiológicos del cáncer 
El cáncer ha sido definido como un conjunto de enfermedades o situación patológica, 
caracterizada principalmente por la proliferación celular incontrolada (1, 2). Hasta ahora, 
se han clasificado más de cien tipos de cáncer, cada uno de ellos con rasgos particulares 
definidos por el tejido en el que se origina. Los tipos de cáncer se clasifican como 
carcinomas, cuando se originan en células epiteliales; sarcomas, si se derivan de células 
mesodérmicas (como en los tejidos óseo y muscular), y adenocarcinomas, si se desarrollan 
en tejido glandular, tal como el mamario (2). El cáncer también es considerado como un 
proceso multiescalonado, a través del cual las células cancerosas adquieren diversas 
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capacidades biológicas. Estas capacidades son conocidas como “los sellos del cáncer” 
(Figura 1-1), y permiten no solo caracterizar a las células cancerosas, sino también, 
constituir un principio para racionalizar el proceso de las enfermedades neoplásicas. Los 
sellos del cáncer han sido definidos así (3):   
 
• Autonomía en los procesos de crecimiento. En todos los casos, las células 
normales necesitan señales de crecimiento para regular sus procesos de división, 
por el contrario, las células cancerosas no dependen de estos factores y son 
capaces de generar, por medio de mutaciones, circuitos cortos de señalización que 
las hacen autónomas. 
• Evasión de las señales inhibitorias de crecimiento. Las células cancerosas no 
responden a las señales inhibitorias para mantener la homeostasis y, en contraste, 
adquieren genes silenciadores que interfieren con las rutas de inhibición. 
• Evasión de los procesos inmunes. Existe evidencia que apoya la teoría sobre la 
capacidad del sistema inmune para reconocer y eliminar células de cáncer. Sin 
embargo, se ha encontrado que dichas células pueden interferir con la respuesta 
inmune o simplemente no generar estímulos inmunológicos. 
• Potencial replicativo ilimitado. Las células normales poseen un dispositivo 
autónomo de recuento que define un número finito de duplicaciones celulares, 
cuando este límite se supera, las células se vuelven senescentes. Este dispositivo 
de recuento consiste en una disminución en el tamaño de los telómeros, por el 
descenso en las concentraciones de telomerasa y se produce durante la replicación 
del DNA. Por su parte, las células cancerosas son capaces de mantener la longitud 
de sus telómeros, lo que les provee de un potencial para replicarse ilimitadamente. 
• Inflamación promovida por el crecimiento tumoral. Prácticamente todos los tumores 
contienen células inflamatorias y dado que la inflamación es una respuesta inmune, 
estas células pueden proporcionar factores de crecimiento y enzimas que 
promueven la angiogénesis y la invasión tisular. Adicionalmente, las células pueden 
liberar especies reactivas de oxígeno, lo que favorece la mutación. 
• Invasión y metástasis. Las células normales mantienen su localización en el cuerpo 
y por lo general no migran (salvo en casos como el desarrollo embrionario, la 
respuesta inmune, entre otros). En cambio, las células cancerosas son capaces de 
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desplazarse hacia otras partes del organismo, constituyendo la mayor causa de 
muerte por cáncer.  
• Angiogénesis. Las células normales dependen de los vasos sanguíneos para 
satisfacer sus necesidades de oxígeno y nutrientes, mientras que las cancerosas 
inducen el crecimiento local de nuevos vasos que garantizan la supervivencia y 
expansión tumoral, alterando el equilibrio entre los inductores e inhibidores 
angiogénicos. 
• Inestabilidad en el genoma y mutación. Las alteraciones en el genoma favorecen 
las irregularidades propias de las células cancerosas. 
• Resistencia a la muerte celular. Si bien las células normales son eliminadas, en la 
mayoría de los casos, por la vía de la muerte celular programada o apoptosis, en 
respuesta al daño en el DNA, las células cancerosas son capaces de evadir las 
señales apoptóticas.  
• Reprogramación del metabolismo. La división descontrolada de las células 
cancerosas demanda incrementos en el combustible celular y en los precursores 
biosintéticos, lo que consiguen ajustando el metabolismo energético. A diferencia 
de las células normales, las cancerosas llevan a cabo la glicólisis en presencia de 
oxígeno, generando intermediarios útiles para sus propias rutas biosintéticas. 
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Figura 1-1. Sellos del cáncer (3). 
 
 
El origen del cáncer ha sido explicado, particularmente, por dos teorías. La teoría genética, 
postula que las mutaciones somáticas, es decir, las alteraciones en el genoma, dan origen 
al cáncer, en tanto que la teoría epigenética fundamenta que son las alteraciones 
metabólicas las que inducen la expresión de genes que originan el cáncer (1). En cualquier 
caso, la generación de cáncer requiere de una acumulación de mutaciones, tanto en proto-
oncogenes como en genes supresores de tumores, que pueden acelerarse si se afectan 
los genes de reparación del DNA (1). Este proceso, denominado tumorigénico, parte de 
una sóla célula ancestral, por lo que se afirma que el cáncer es clonal, y se divide en tres 
fases: iniciación, promoción y progresión. Durante la iniciación, el DNA celular sufre 
mutaciones inducidas por carcinógenos físicos o químicos, lo que activa oncogenes e 
inactiva genes supresores, tales como Kras y p53. En la promoción tumoral, la expresión 
clonal de las células iniciadas conlleva a la proliferación y disminución de la muerte celular, 
esta fase es coadyuvada por la inflamación y por las citoquinas IL-1, IL-6 y TNF. Por último, 
el tamaño tumoral aumenta durante la progresión, dando lugar a invasión tisular y 
metástasis (4). 
 
Las características descritas, hacen del cáncer una de las causas más importantes de 
morbilidad y mortalidad en el planeta. En 2012, hubo 14,1 millones de nuevos casos de 
cáncer y 8,2 millones de muertes relacionadas con éste, en todo el mundo (5). Estos 
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estimados corresponden a las tasas de incidencia y mortalidad estandarizadas por edad, 
con valores de 182 y 101 por 100.000, respectivamente. Para 2012, se dieron más casos 
de defunciones por cáncer en hombres (cerca del 57%) que en mujeres; en la Figura 1-2 
se ilustra el estimado global de nuevos casos y muertes por  diferentes tipos de cáncer. 
En 2012, los tipos de cáncer con mayor incidencia correspondieron a pulmón, mama, 
colorrectal, próstata y estómago. Entre los hombres, los cánceres más diagnosticados 
fueron: pulmón (34,2 por 100.000), próstata (31,1 por 100.000), colorrectal (20,6 por 
100.000), estómago (17,4 por 100.000) e hígado (15,3 por 100.000). El cáncer de pulmón 
fue la mayor causa de muerte en hombres, seguido por el de hígado y estómago. En las 
mujeres los tipos de cáncer de mayor diagnóstico fueron: mama (43,3 por 100.000), 
colorrectal (14,3 por 100.000), cuello uterino (14,0 por 100.000),  pulmón (13,6 por 
100.000), cuerpo uterino (8,2 por 100.000) y estómago (7,5 por 100.000), siendo el cáncer 
de mama la principal causa de muerte, seguido por el de pulmón. 
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Figura 1-2. Tasas estandarizadas por edad (W) por 100.000 de incidencia y mortalidad por cáncer en el 
mundo para hombres y mujeres (5). 
 
Las mayores tasas de incidencia de cáncer en el mundo, se han asociado con los países 
de mayor nivel económico, por lo que Estados Unidos, Europa Occidental, Japón, 
Australia, Nueva Zelanda, entre otros, representan las regiones con mayor número de 
casos de cáncer. Sin embargo, aproximadamente el 70% de las muertes por cáncer se 
producen en África, Asia, América Central y América del Sur (5). 
 
En Colombia, el riesgo de adquirir cáncer antes de los 75 años es significativo (18,3% para 
hombres y 15,4% para mujeres), por lo que constituye la segunda causa de muerte, 
después de las enfermedades cardiovasculares (6). En 2012, se presentaron 
aproximadamente 71.400 nuevos casos de cáncer, de los cuales 37.000 correspondieron 
a mujeres y 34.400 a hombres (7). Los tipos de cáncer más frecuentes en mujeres 
colombianas son: mama (35,7 por 100.000), cuello uterino (18,7 por 100.000), colorrectal 
(12,5 por 100.000) y estómago (9,0 por 100.000), mientras que para los hombres 
corresponden a próstata (51,4 por 100.000), estómago (18,9 por 100.000), pulmón (15,9 
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por 100.000), colorrectal (13,4 por 100.000) y linfoma No-Hodgkin (8,9 por 100.000). En 
términos de mortalidad, el cáncer que más decesos causa es el de estómago, seguido por 
mama, colorrectal y próstata (Figura 1-3). 
 
Figura 1-3. Tasas estandarizadas por edad (W) por 100.000 de incidencia y mortalidad por cáncer en 
Colombia para hombres y mujeres (7). 
 
 
Por los graves efectos del cáncer sobre la salud pública a nivel global, regional y local, se 
han emprendido durante décadas, grandes esfuerzos investigativos por conocer las 
dinámicas moleculares del desarrollo de cáncer, así como, por hallar tratamientos 
efectivos. En este aspecto, se ha propuesto la búsqueda y evaluación de agentes 
preventivos y terapéuticos, desde diversas fuentes (microorganismos, plantas y 
organismos marinos), y mediante técnicas in vitro, in vivo e in silico. 
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1.2 Agentes citotóxicos y productos naturales 
La historia del descubrimiento y desarrollo de fármacos contra el cáncer está 
estrechamente ligada a la investigación sobre los productos naturales y la farmacología de 
sustancias de origen natural (8). Los mecanismos de defensa química, en organismos 
vegetales y animales, suelen implicar agentes citotóxicos y/o citostáticos, que eliminan o 
limitan el crecimiento de células malignas. Estos agentes han sido explotados por el 
hombre para el tratamiento de diversas patologías, entre las que se cuenta el cáncer. En 
este sentido, una de las herramientas fundamentales para evaluar el potencial de los 
compuestos bioactivos, obtenidos a partir de productos naturales, como antitumorales 
consiste en el estudio de su capacidad citotoxica y el efecto antiproliferativo sobre 
poblaciones celulares de naturaleza tumoral (9). La valoración in vitro de la citotoxicidad 
sobre líneas celulares derivadas de tumores humanos es uno de los modelos más 
empleados para el tamizaje y selección de moléculas con potencial actividad anticáncer 
(10). En este modelo un número conocido de células, provenientes de un mismo cultivo 
celular, son tratadas por un periodo de tiempo determinado con diferentes concentraciones 
del extracto, fracción o compuesto que está en estudio. Transcurrido el tiempo de 
tratamiento se determina  qué porcentaje de células sobreviven frente a cada 
concentración evaluada. Para la detección de las células viables se pueden emplear 
métodos colorimétricos tales como el MTT, XTT o sulforodamina, métodos  fluorométricos 
como el ensayo reducción de resazurina o  por bioluminiscencia midiendo la producción 
de ATP (10). La selección de productos con actividad promisoria se realiza teniendo en 
cuenta el valor de la concentración que causa la muerte al 50 % de las células tratadas 
(CI50) (11). La actividad citotóxica de  un extracto o una fracción  se considera  promisoria 
cuando el valor de la CI50  es menor o igual a 100 μg/mL (12). Los agentes citotóxicos 
actúan con frecuencia generando lesiones sobre el DNA, inhibiendo su síntesis o 
interfiriendo con la mecánica de la división celular, por ejemplo, bloqueando la unión de las 
topoisomerasas a los microtúbulos (13).  
 
En la búsqueda de agentes citotóxicos de origen natural, se han empleado diferentes 
aproximaciones, como la etnofarmacología, el tamizaje general de especies, la serendipia 
y el aprovechamiento de información proporcionada por estudios de ecología química y 
quimiotaxonomía de especies (14). Estos enfoques han conducido al descubrimiento de 
diversos agentes citotóxicos para el tratamiento del cáncer. En la Tabla 1-1, se ilustran 
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algunos de estos agentes y la heterogeneidad de su naturaleza química, p.e. triterpenos 
pentacíclicos, alcaloides, ciclolignanos, purinas trisustituidas y taxoides.  
 
Tabla 1-1: Agentes citotóxicos de origen natural (15)  
Agente citotóxico Estructura Fuente Uso 
Ácido ursólico 
 





Se emplea en el tratamiento contra el cáncer de 





Empleada en el tratamiento de leucemia 
linfocítica en niños, cáncer cervicouterino, de 
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Asimismo, existen otras familias de compuestos con demostrada actividad antiproliferativa, 
tal es el caso de polifenoles de origen natural que incluyen antocianinas, kaempferol, 
quercetina, ésteres de los ácidos cumárico y elágico, los cuales son capaces de inhibir el 
crecimiento de líneas tumorales provenientes de diferentes tipos de cáncer con niveles de 
sensibilidad distintos, p.e. oral (KB, CAL-27), mama (MCF-7), colon (HT-29, HCT-116) y 
próstata (LNCaP, DU-145) (16). Otros extractos fenólicos ricos en flavonoides, obtenidos 
a partir de aceitunas, legumbres, cítricos, manzanas y soja, inhiben el crecimiento de varias 
líneas celulares de cáncer, incluyendo leucemia, linfoma, próstata, mama, pulmón, cuello 
y cuerpo uterino (16).  
 
 
Estudios in vivo, han aportado evidencia del potencial de la cianidin-3-glucósido (C3G), la 
antocianina más importante de la mora, para inhibir el crecimiento de papilomas de piel en 
modelos animales (16). Por otra parte, la curcumina (diferuloilmetano), un polifenol aislado 
de la cúrcuma, se encuentra en fase 1 de ensayos clínicos por su gran capacidad de inducir 
apoptosis en células de mieloma múltiple, cáncer colorrectal y pancreático (17). Otro caso 
interesante, lo constituye el flavopiridiol (Figura 1-4), un flavonoide semi-sintético cuyos 
efectos contra el cáncer se atribuyen a la inhibición de una serie de quinasas dependientes 
de ciclina (CDKs), lo que induce a la muerte celular por apoptosis, aunque los mecanismos 
específicos aún no están claros (8). 
 
Figura 1-4. Flavopiridiol (Alvocidin®) (8). 
 
Los múltiples efectos de los polifenoles, particularmente de los flavonoides, son 
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1.3 Residuos frutícolas como fuentes de agentes 
antiproliferativos 
 
La generación de residuos por la producción de alimentos a nivel mundial alcanza 1,3 
billones de toneladas anualmente, lo que equivale a 1/3 de los alimentos producidos (18). 
Tal cantidad de residuos está integrada por sub-productos generados por los procesos de 
transformación y manufactura de alimentos, por pérdidas en el transporte y 
almacenacimento, así como por los desperdicios de los productos finales por parte de los 
consumidores. En Colombia, la producción hortofrutícola alcanzó 12,2 millones de 
toneladas en 2013 (19), de los cuales se generaron hasta un 30% de residuos (18). La 
disposición adecuada de dichos residuos implica altos costos energéticos, por lo que en 
ocasiones se desechan como contaminantes con efectos adversos sobre la salud humana 
y el ambiente (20). Por tal razón, es fundamental emplear estrategias para el 
aprovechamiento de residuos que los convierta en materia prima de una nueva cadena de 
valor. La obtención de compuestos bioactivos e ingredientes funcionales a partir de 
residuos es una estrategia de valorización y ha sido una línea de investigación de gran 
crecimiento (21). A continuación se expone el potencial de los residuos frutícolas que son 
objeto del presente estudio, como fuentes de compuestos antiproliferativos. 
 
Mango (Mangifera indica L.) 
El mango constituye uno de los principales productos de consumo humano a nivel mundial. 
A partir de la década del 70, la producción y consumo de mango, como fruta fresca y 
derivados, se ha afianzado en el mercado (22). El valor nutricional y funcional del fruto del 
mango, constituyen la razón fundamental de su amplia difusión como alimento. La pulpa 
posee un contenido importante de carbohidratos, fibra dietaria, vitamina C, provitamina A, 
minerales (calcio, potasio, magnesio, hierro y cinc), carotenoides, compuestos 
polifenólicos, entre otros. El epicarpio del fruto, además de contener varios de los 
compuestos en mención, también cuenta con terpenoides como α-pineno, β-pineno, β-
mirceno, limoneno, cis-ocimeno, trans-ocimeno, terpineno, canfeno, fencheno, α-
humuleno, etc. Por otra parte, la almendra de la semilla (kernel) posee almidón, fibra, 
polifenoles, esteroles (campesterol, estigmasterol, β-sitosterol), tocoferoles y ácidos 
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grasos, entre otros (22). En las hojas y corteza del árbol se han encontrado compuestos 
de gran interés, p.e. mangiferina, isomangiferina, homomangiferina, quercetina, 
kaempferol, antocianinas, así como ácidos fenólicos (gálico, ferúlico, cafeíco, cumárico, 
elágico, entre otros) (23). Muchos de los anteriores compuestos han sido asociados al uso 
tradicional contra enfermedades como diarrea, disentería, inflamación del tracto urinario, 
reumatismo y difteria (24). Por otra parte, de la corteza se han elaborado productos a 
escala industrial como el Vimang®, jarabe rico en mangiferina al que se le atribuyen 
propiedades anti-inflamatoria, quimiopreventiva y antioxidante (25).  
 
Guanábana (Annona muricata L.) 
Esta especie es probablemente originaria de las Antillas del Caribe, América del Sur y del 
Norte, aunque hoy se encuentra ampliamente distribuida en Asia, Australia y la Polinesia 
(26). Estudios etnobotánicos han descrito el uso tradicional de esta especie para tratar 
algunas afecciones sobre la salud humana: problemas renales, fiebre, nerviosismo, 
úlceras, heridas, infecciones parasitarias, disentería, espasmos, hipertensión, condiciones 
inflamatorias, entre otros (27). La toxicidad selectiva de extractos provenientes de 
diferentes partes de esta planta y su fruto, ha sido estudiada frente a varios tipos de líneas 
celulares de cáncer humano: carcinoma de mama, carcinoma de pulmón, adenocarcinoma 
de próstata, carcinoma pancreatico, adenocarcinoma de colon y linfoma, con resultados 
promisorios (28).  En la mayoría de los casos, la actividad antiproliferativa ha sido atribuida 
a los compuestos denominados acetogeninas de anonáceas (AGEs), de las cuales se han 
identificado más de 500 en plantas de la familia Annonaceae y más de 100 en A. muricata 
(29). Las AGEs poseen una cadena alifática de 35 a 37 átomos de carbono, con 1 a 3 
anillos tetrahidrofuránicos adyacentes o no, y substituyentes oxigenados. En un extremo 
poseen un anillo lactónico metil sustituido, α, β insaturado, en ocasiones saturado o 
rearreglado como cetolactona. También se han descrito AGEs con insaturaciones a lo largo 
de la cadena, con anillos epoxi o tetrahidropirano (30). Si bien, la mayoría de estudios 
sobre actividad antiproliferativa se han realizado en los segmentos aéreos de A. muricata, 
particularmente en hojas, existen trabajos que dan cuenta de esta actividad en los 
constituyentes del fruto. Así, en el pericarpio de esta fruta se ha establecido la presencia 
de las AGEs annonacina, annonacina A y annonmuricina. El extracto de acetato de etilo 
rico en estos compuestos presentó un importante efecto citotóxico (0,1 mg/mL 
concentración mínima efectiva) frente a células de linfoblasto de pulmón humano (U-937) 
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(31). Asimismo, se han identificado diversas AGEs citotóxicas en las semillas del fruto (26, 
29), p.e. annocatacina A, longifolicina, muricinas (A, B, C, D, E, F, G, H e I) y cis-
annomontacina con efecto citotóxico frente a células de hepatoma humano (Hep G2); cis-
annonacina, cis-annonacina-10-ona, cis-goniothalamicina, arianacina y javoricina con 
actividad antiproliferativa frente a carcinoma de pulmón (A-549), carcinoma de mama 
(MCF-7) y adenocarcinoma de colon (HT-29). La actividad inhibitoria de AGEs de A. 
muricata sobre la proliferación celular de células tumorales, es un campo de estudio 
interesante, que incluye una mejor comprensión de mecanismos de acción a nivel biológico 
y molecular (inhibición del complejo I mitocondrial y la NADH oxidasa de las membranas 
plasmáticas), los modelos experimentales, la modificación de moléculas por semisínteis, 
aspectos de seguridad (efectos adversos a nivel neurológico), vehículos de administración, 
entre otros (30). 
 
Piña (Ananas comosus (L.) Merr) 
La piña es nativa de la región tropical de América del Sur y se encuentra distribuida en 
Tailandia, Filipinas, Malasia, el norte de Sumatra, Hawai, Brasil, Sudáfrica, México, Puerto 
Rico, entre otros (32). Esta especie ha sido utilizada como planta medicinal por diversas 
culturas indígenas y en la actualidad se comercializa la bromelina, un derivado 
fitoterapéutico obtenido a partir del tallo de la piña, el fruto y sus residuos (epicarpio, 
núcleo, corona y hojas) (33, 34). La bromelina se obtiene por extracción acuosa 
(centrifugación, ultrafiltración y liofilización) y es una mezcla de diferentes tiol-
endopeptidasas y otros componentes, tales como fosfatasas, glucosidasas, peroxidasas, 
celulasas, glicoproteínas, carbohidratos y varios inhibidores de proteasas (34). Si bien, la 
bromelina se conoce desde finales del siglo XIX y sus beneficios terapéuticos han sido 
estudiados en modelos in vitro e in vivo (efectos fibrinolítico, antiedematoso, antitrombótico, 
anti-inflamatorio, entre otros), existe un renovado interés por su posible actividad 
antitumoral y antimetastizante (35). En este sentido, se ha establecido la capacidad de la 
bromelina para inhibir la proliferación celular en tipos histológicos de carcinoma 
gastrointestinal (HT29-5F12, HT29-5M21, MKN45, y KATO-III) con valores de 
concentración efectiva comprendidos entre 29 y 142 μg/mL (36). Asimismo, se ha indagado 
el potencial terapéutico de la bromelina frente al mesotelioma peritoneal maligno, 
estableciéndose que su actividad proteolítica inhibe la acción de la glicoproteína MUC1, la 
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cual provee a las células tumorales de capacidades metastáticas y quimioresistencia (37). 
Otro caso de interés, constituye el estudio con ratones a los cuales se les indujo 
químicamente papilomas cutáneos, para luego ser tratados con bromelina. La formación y 
volumen de los tumores disminuyeron luego del tratamiento, por una posible regulación de 
la expresión de NF-kB y Cox-2, lo que induce a la muerte celular por apoptosis (34). Sin 
embargo, la bromelina no sólo actúa induciendo por esta vía; en un estudio sobre la 
proliferación celular de células de adenocarcinoma de mama (MCF-7) tratadas con 
bromelina, se estableció un efecto citotóxico notable (CI50 = 60 μg/mL), mediado por la 
inducción a la autofagia celular seguida por apoptosis (38). También se ha explorado el 
potencial anticáncer de residuos de la piña, independientemente de su contenido de 
bromelina. En esta vía, se ha indagado la actividad citotóxica del extracto metanólico del 
epicarpio del fruto, frente a diferentes líneas tumorales, con resultados promisorios: 
carcinoma de cérvix (HeLa, CI50 = 53,62 μg/mL), adenocarcinoma de mama (MCF-7, CI50 
= 50,82 μg/mL) y carcinoma hepatocelular (HepG-2, CI50 = 51,87 μg/mL). Adicionalmente, 
se estableció una alta correlación entre el efecto citotóxico y el contenido total de taninos 
(r ≥ 0,80; P ≤ 0,05; 0,96 g/100 g base seca) y de saponinas (r ≥ 0,91; P ≤ 0,05; 1,03 g/100 
g base seca) (39). 
 
Papaya (Carica papaya L.) 
La papaya es originaria de México, Centro América y el norte de América del Sur, y 
actualmente se cultiva en regiones tropicales y subtropicales (40). El uso etnomédico ha 
sido ampliamente reconocido en el tratamiento de diferentes desórdenes incluyendo el 
cáncer. Por ejemplo, se han difundido algunas publicaciones sobre el consumo de un 
extracto de hojas de papaya, con posibles propiedades anticáncer, por pobladores de la 
Costa de Oro de Australia, con resultados exitosos (41). En esta dirección, se evaluó el 
efecto antiproliferativo del extracto acuoso de hojas de papaya frente a un panel de líneas 
celulares tumorales sólidas y derivadas de tejido hematopoyético. El extracto inhibió la 
proliferación de carcinoma cervical (HeLa), adenocarcinoma de mama (MCF-7), carcinoma 
hepatocelular (HepG2), adenocarcinoma de pulmón (PC14), carcinoma epitelioide de 
páncreas (Panc-1), mesotelioma (H2452), linfoma de células T (Jurkat), leucemia de 
células plasmáticas (ARH77), linfoma Burkitt (Raji) y linfoma anaplásico de células grandes 
(Karpas-299), lo que evidencia el gran potencial de esta especie (41). La actividad 
citotóxica de extractos obtenidos a partir de la papaya ha sido atribuida a los isotiocianatos, 
compuestos organoazufrados ampliamente difundidos en las crucíferas (40). En las 
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semillas de papaya, se ha determinado la presencia del isotiocianato de bencilo (460 μmol/ 
100 g semilla), compuesto capaz de inducir apoptosis en células de leucemia aguda 
promielocítica (HL-60) (42). Asimismo, se ha demostrado la capacidad de este compuesto 
para inhibir la invasión y migración tumoral de células de adenocarcinoma de colon (HT-
29), mediante la reducción de la expresión de las metaloproteínasas de matriz 2 y 9 (MMP-
2 y MMP-9) y del plasminógeno uroquinasa (u-PA), lo que postula al isotiocianato de 
bencilo como un agente antimetastizante (43). 
 
Guayaba (Psidium guajava L.) 
Si bien, se desconoce el origen exacto de la guayaba, se presume que se expandió desde 
Centro América hacia las regiones tropicales y subtropicales de América, el Caribe, Asia, 
África y las islas del Pacífico (44). En diversos países, de cada una de estas regiones, se 
ha documentado el uso medicinal de preparaciones (infusión y decocción) de la planta de 
guayaba, especialmente sus hojas, para el tratamiento de afecciones gastrointestinales, 
tales como diarrea, gastroenteritis, disentería, úlceras, gastritis, entre otros (45). El 
potencial anticancer de la guayaba también ha sido explorado. Un estudio estableció que 
el aceite esencial de las hojas de P. guajava (CI50 = 0,0362 mg/mL) es 4,37 veces más 
potente que la vincristina para inhbir la proliferación de células de carcinoma epidermoide 
oral (KB) (46). En otro estudio, el extracto acuoso de hojas fue evaluado comparativamente 
frente a células sanas (PZ-HPV-7) y tumorales de próstata (DU-145). El extracto inhibió el 
crecimiento de las dos líneas celulares, pero tuvo un efecto significativamente mayor en la 
inducción de apoptosis sobre las células cancerosas, lo que permite inferir que actúa como 
un agente quimiopreventivo y quimioterapéutico, de manera simultánea. Este efecto ha 
sido relacionado con el alto contenido de polifenoles (165,61 mg/g) y flavonoides (82,85 
mg/g) presentes en el extracto (47). En esta dirección, Feng y cols. evaluaron la actividad 
antioxidante y citotóxica de cuatro compuestos nuevos (guavinoside C, D, E, F) y seis 
conocidos (quercetina, glicósidos de quercetina y guavinoside A y B), aislados del extracto 
hidroalcohólico (EtOH 75% v/v) de las hojas de P. guajava (48). Algunos de estos 
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Quercetina 11,00 4,40 379,40 7,87 > 10 > 10 
Guavinoside C 13,07 5,47 250,53 4,27 7,28 3,24 
Guavinoside F 13,10 5,93 396,76 3,79 7,01 3,51 
a Compuestos evaluados a 50 μg/mL 
b Carcinoma gástrico 
c  Adenocarcinoma de pulmón 
d Carcinoma de cérvix 
 
La actividad antioxidante de los compuestos citotóxicos, puede incidir significativamente 
en la inhibición de la proliferación celular, al neutralizar a los radicales libres exógenos y 
aquellos producidos por el elevado metabolismo de las células tumorales, evitando el daño 
cromosómico y la expresión de oncogenes (48). Por otra parte, el potencial anticáncer del 
fruto de la guayaba también ha sido objeto de estudio; Bontempo y cols., estudiaron la 
inducción a la apoptosis y la diferenciación celular en células de leucemia promielocítica 
(NB4), tratadas con extractos acetónicos del fruto y de sus componentes (epicarpio, pulpa 
y semillas) (49). El extracto del fruto fue capaz de detener el ciclo celular en NB4 e inducir 
la apoptosis, sin embargo, cuando se evaluaron los extractos de los componentes del fruto, 
se halló que la pulpa y el epicarpio ejercen un mayor efecto sobre la regulación de 
receptores pro-apoptóticos.  
 
Maracuyá (Passiflora edulis; Sims.) 
P. edulis es nativa de América del Sur y se ha distribuido en India, Nueva Zelanda, Israel, 
el Este y el Sur de África, la región sur de América del Norte, entre otros (50). Estudios 
etnofarmacológicos han descrito el uso de P. edulis en diversas regiones. En América del 
Sur, esta especie ha sido usada como sedante, diurético, antidiarreico, estimulante, tónico, 
así como para el tratamiento de la hipertensión, los síntomas menstruales y los cólicos en 
niños; adicionalmente, se reportó el uso del fruto en el tratamiento del carcinoma gástrico 
(51). Algunos estudios han indagado sobre las propiedades antitumorales del maracuyá. 
Silva y cols., aislaron los polisacáridos presentes en el fruto de P. edulis f. flavicarpa y 
evaluaron la actividad antitumoral in vitro frente a leucemia promielocítica (HL-60), 
melanoma de mama (MDA-MB-435), glioblastoma (SF-295) y adenocarcinoma ileocecal 
(HCT-8), e in vivo frente a Sarcoma-180 implantado en las cavidades peritoneales de 
ratones Swiss (52). Los polisacáridos homogalacturano y ramnogalacturonano-1, 
obtenidos del fruto no inhibieron el crecimiento tumoral in vitro, sin embargo, ejercieron un 
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efecto positivo sobre la reducción en la masa tumoral de los animales (70,40-72,89%) a 
los que se les administraron vía intraperitoneal. Este fenómeno parece estar relacionado 
con propiedades inmunoestimulantes de los polisacáridos. En las semillas de P. edulis, se 
ha establecido que los polifenoles mayoritarios son piceatannol (3,4,3’,5’-tetrahidroxi-trans-
estilbeno) y scirpusin B (un dímero de piceatannol) (53). La actividad citotóxica del 
piceatannol ha sido estudiada en células tumorales de diversos orígenes: colon (HCT-116, 
50 μM CI50), melanoma (SK-Mel-28; A375 Y SB2, 40 μM CI50), leucemia mielogéna (K562, 
50 μM CI50), leucemia promielocítica (HL-60, 23 μM CI50), entre otros (54). Asimismo, se 
han establecido algunos mecanismos de acción por los cuales el piceatannol ejerce el 
efecto antiproliferativo. Por ejemplo, en diferentes líneas tumorales aisladas de colon e 
hígado, el piceatannol bloquea el ciclo celular en la fase G0/G1 induciendo apoptosis, en 
células de linfoma promueve la formación de cuerpos apoptóticos, la fragmentación del 
DNA y disminuye la expresión de proteínas anti-apoptóticas (Bcl-2 y clAp-2), mientras que 
en células de adenocarcinoma de próstata inhibe la quinasa Janus 1 (54). En estudios in 
vivo también se ha establecido el potencial antiproliferativo del piceatannol. Tal es el caso 
de la administración oral de piceatannol a hembras de ratón con carcinoma mamario 
inducido (4T1), la cual condujo a la disminución de la progresión tumoral, regulando el ciclo 
celular y bloqueando los procesos relacionados con la angiogénesis (55).  
 
Curuba (Passiflora mollisima) 
P. mollisima es originaria de los Andes sudamericanos, crece entre 2000 y 3000 msnm, a 
temperaturas comprendidas entre 13 y 16 ºC (56). El fruto de P. mollisima ha sido utilizado 
tradicionalmente contra problemas urinarios y estomacales (57). Si bien no se han descrito 
estudios sobre las propiedades antiproliferativas de esta especie, se han desarrollado 
aproximaciones al valor nutricional, el perfil aromático, el contenido de compuestos 
fenólicos y la actividad antioxidante del fruto y otros órganos de la planta (56, 58, 59). Entre 
los compuestos fenólicos de alto valor funcional presentes en el fruto, se destacan 
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Mora de Castilla (Rubus glaucus; Bentham.) 
R. glaucus es nativa de América del Sur y se produce en regiones comprendidas entre 
2600 y 3100 msnm (60). En la actualidad, existe un gran interés por las bayas de esta 
especie y en general por las pertenecientes a los géneros Rubus, Fragaria, Aronia, 
Vaccinium, Ribes, Morus, entre otros, lo que obedece fundamentalmente a los beneficios 
que proporcionan los compuestos presentes en estos frutos sobre la salud humana (61). 
Entre estos compuestos se destacan las antocianinas, en R. glaucus han sido identificadas 
cianidin 3-glucósido, cianidin 3-rutinósido, cianidin 3-sambubiósido, cinidin 3-
xilosilrutinósido, pelargonidin 3-glucósido, perlagonidin 3-rutinósido, entre otras (60, 62). 
Diversos autores han establecido el potencial quimiopreventivo de antocianinas puras y de 
extractos ricos en éstas, en modelos in vitro e in vivo. Sin embargo, la mayoría de los 
estudios han sido desarrollados sobre extractos obtenidos a partir de bayas de frambuesa 
(R. idaeus), fresa (Fragaria x ananassa), aronia (Aronia meloncarpa), grosellero negro 
(Ribes nigrum), arándano (Vaccinium vitis-idaea), entre otros (61). Respecto a la 
evaluación antiproliferativa de antocianinas puras, se ha estudiado la inducción apoptótica 
y el potencial anti-invasivo del cianidin 3-glucósido en líneas tumorales de leucemia, mama 
y pulmón, evidenciándose que este compuesto modula la expresión de p53 y Bax, MMP-
2, activa la caspasa-3 y la condensación de cromatina, conduciendo a la muerte celular 
(61). Otro estudio evaluó la actividad citotóxica de glucósidos de cianidina aislados del fruto 
de uva caimarona (Pourouma cecropiifolia Mart.), frente a líneas celulares derivadas de 
carcinoma de mama (MCF-7), cérvix (HeLa), gástrico (MKN-45) y laríngeo (HEp-2), 
observándose valores moderados de citoxocidad (CI50 entre 27,88 y 50 μg/mL) (63). 
 
Café (Coffea arabica L.) 
C. arabica es la especie más cultivada del género Coffea y su centro primario de diversidad 
genética se encuentra en las tierras altas del suroeste de Etiopía (64). El cultivo ha sido 
domesticado en diversas regiones del mundo y constituye uno de los productos de mayor 
importancia económica, dado el consumo casi generalizado de bebidas a base de café. 
Esta situación ha motivado estudios experimentales y epidemiológicos para establecer los 
beneficios de la ingesta regular de estas bebidas sobre la salud humana. Los beneficios 
son variados (efectos neuroprotectores, metabólicos, gástricos, entre otros) y están 
relacionados con el contenido de compuestos funcionales de naturaleza fenólica (taninos, 
lignanos, antocianinas), volátiles, heterocíclicos y terpenos. También se ha establecido que 
el consumo de café puede disminuir el riesgo de desarrollar cáncer (próstata, colorrectal, 
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mama, endometrial, pancreatico, esofágico, bucal, entre otros), lo cual podría explicarse 
por la capacidad de diferentes compuestos presentes en el café para modificar el 
metabolismo de xenobioticos (lo que disminuye la genotoxicidad de carcinógenos), inducir 
enzimas conjugadas (como la glutatión S-tranferasa), incrementar la expresión de 
proteínas implicadas en la defensa antioxidante (γ-glutamil-cisteína-sintetasa y hemo-
oxigenasa-1) e inhibir la expresión/activación de citocromos P450 (CYP2C11, CPTP3A2) 
implicados en la carcinogénesis (64, 65).  
 
Naranja (Citrus x sinensis (L.) Osbeck) 
El origen de la naranja es incierto, aunque se cree que se desarrolló en el Sudeste Asiático 
y que desde allí se ha expandido a regiones cálidas en todo el mundo (66). Históricamente, 
la naranja ha sido uno de los alimentos más populares y de gran contribución a la dieta 
humana. Por ello, el fruto y su jugo han sido objeto de diversos estudios a nivel nutricional, 
epidemiológico y funcional (67). Entre los compuestos con carácter funcional se destacan 
flavonoides de diferentes tipos, p.e. narirutina, naringina, hesperidina, neohesperidina, 
eriocitrina, diosmina, tangeretina, nobiletina, sinensetina, entre otros (68). La actividad 
anticáncer de algunos de estos flavonoides ha sido estudiada en varias línea tumorales. 
Hirata y cols., aislaron seis polimetoxiflavonas (PMFs) del epicarpio del fruto de C. sinensis 
y evaluaron su actividad citotóxica frente a HT-29 (carcinoma de colon), con resultados de 
gran interés (5-hidroxi-6,7,8,3’,4’-pentametoxiflavona, CI50: 57 μM; tangeretina, CI50: 48 
μM; 5,6,7,8,3’,4’-heptametoxiflavona, CI50: 28 μM; nobiletina, CI50: 50 μM; sinensetina, CI50: 
59 μM, y 5,7,8,3’,4’-pentametoxiflavona, CI50: 43 μM) (69). En estudios complementarios 
sobre los efectos antiproliferativos de algunas de estas PFMs en HT-29 y HCT-116, se 
estableció su capacidad para detener el ciclo celular en las fases G2/M y G0/G1, activar las 
caspasas 3 y 8 e incrementar los niveles de p21, induciendo apoptosis (70). Las PMFs 
mencionadas, así como la 3,5,6,7,8,3’,4’-heptametoxiflavona, también han sido evaluadas 
frente a líneas tumorales de pulmón, colon, mama y melanoma con valores de citotoxicidad 
CI50 entre 0,2 y 16,4 μM (71). Asimismo, se han realizado diferentes aproximaciones 
moleculares para comprender los mecanismos de acción de la hesperidina, una de las 
flavonas de origen cítrico más estudiadas, estableciéndose el potencial terapéutico de esta 
molécula para inducir muerte celular por apoptosis en cáncer de pulmón, mama, colon, 
gástrico y hepático, mediante procesos anti-inflamatorios, antioxidantes y por diferentes 
vías de señalización celular (NF-kB, Wnt/β-catenina, PI3/AKT y mTOR) (72). 
24 Estudio comparativo sobre la obtención de extractos con actividad citotóxica 
a partir de residuos frutícolas 
 
 
Uchuva (Physalis peruviana L.)  
La uchuva es orginaria de los Andes sudamericanos (Chile, Perú, Ecuador y Colombia) y 
fue introducida en África, India, el Sudeste Asiático, Australia, así como en algunas 
regiones de Europa (73).  El uso tradicional de la uchuva está relacionado con el 
tratamiento de hepatitis, asma, malaria y dermatitis, y con propiedades medicinales 
variadas, p.e. diurético, antiséptico, sedante, analgésico, antiparasitario, anti-inflamatorio, 
tónico del nervio óptico, entre otras (74).   
El potencial anticáncer de la uchuva ha sido estudiado por diversos investigadores. Wu y 
cols. determinaron el efecto citotóxico del extracto etanólico de la planta sobre células de 
carcinoma hepatocelular (Hep G2, CI50 = 9,43 μg/mL). Este efecto está mediado por la 
alteración de la función mitocondrial, lo que promueve la apoptosis (75). En otro estudio, 
Wu y cols. relacionaron la actividad antiproliferativa del extracto obtenido usando sc-CO2 
(60 ºC, 400 bar) y EtOH como co-solvente (5%), frente a carcinoma pulmonar (H661), con 
el contenido total de fenoles y de flavonoides (76). El extracto contribuyó con la expresión 
de proteínas proapoptóticas (Bax y p53) y la liberación de citocromo c, limitanto el 
desarrollo de las células tumorales. Esta actividad fue relacionada de manera positiva con 
el contenido de fenoles (100,82 mg/g) y de flavonoides (226,19 mg/g) del extracto. Por otra 
parte, Lan y cols. aislaron diecisiete witanólidos de la parte aérea de P. peruviana y 
evaluaron su actividad citotóxica frente a líneas tumorales de pulmón (A-549), mama 
(MDA-MB-231 y MCF-7) e hígado (Hep G2 y Hep 3B), encontrando que los compuestos 
fiperunólido A, witanólido E, witanólido C y 4β-hidroxiwitanólido E (4βHWE) fueron activos 
frente a todas las líneas tumorales (CI50 entre 0,06 y 3,20 μg/mL) (77). Esta evaluación 
también permitió establecer la importancia de la presencia del segmento 5β,6β-epoxi-2-
en-1-ona en la estructura de los witanólidos, sobre la actividad citotóxica. El 4βHWE se 
encuentra en diferentes órganos de P. peruviana (raíces, 7,9 mg/g; hojas, 1,5 mg/g; frutos, 
1,4 mg/g, y cálices, 3,2 mg/g) (78) y se ha establecido su potencial quimioterapéutico frente 
a carcinoma de pulmón (H1299), dada su actividad citotóxica (CI50: 0,71 μg/mL), la 
capacidad para detener el ciclo celular (G2/M), causar daño en el DNA e inducir apoptosis 
(79). 
 
Tomate de árbol (Solanum betaceum; Cav. Sendt) 
Esta especie es originaria de los Andes sudamericanos (Bolivia, Chile, Ecuador, Argentina 
y Perú)  y también es cultivada en Colombia, Brasil, Venezuela, Estados Unidos, Nueva 
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Zelanda, Indonesia, Malasia, entre otros (80). El fruto de S. betaceum ha sido objeto de 
gran interés para la preparación de aditivos para alimentos, dado el contenido de 
sustancias fenólicas de alto valor funcional y su capacidad antioxidante (80, 81). Entre los 
compuestos fenólicos identificados en S. betaceum se destacan cafeoil-glucósido, ácido 
dehidrodiferúlico, ácido 3-O-cafeoilquínico, feruloil-glucósido, glucósidos de ácido 
rosmarínico, delfinidina-3-O-rutiósido, cianidina-3-O-rutinósido, perlargonidina-3-
rutinósido, entre otros (82). La delfinidina es una de la antocianinas con mayor actividad 
quimiopreventiva, ya que en estudios in vitro, se ha establecido su capacidad para inhibir 
el crecimiento celular en carcinoma uterino (HeLa S3), adenocarcinoma de colon (CaCo-
2, HL-60, HCT-116) y carcinoma de vulva (A-431). Esta propiedad ha sido relacionada con 
el segmento orto-dihidroxifenilo de la estructura de la delfinidina, lo que pone de manifiesto 
el potencial de esta y otras antocianinas presentes en S. betaceum (61). 
 
Lulo (Solanum quitoense Lam.) 
El lulo es originario de Colombia y Ecuador, y ha sido introducido en Panamá, Costa Rica 
y Guatemala. En el fruto del lulo han sido descritos compuestos bioactivos de naturaleza 
antioxidante como carotenos y fenoles (13-cis-β-caroteno, 9-cis-β-caroteno, todos los 
trans-β-caroteno, luteína, ácido clorogénico y glucósidos), flavonoles glicosidados y 
algunas dihidro-cafeoil espermidinas (83). En esta biomasa no se han desarrollado 
estudios sobre actividad citotóxica sobre líneas tumorales. 
 
1.4 Fluidos presurizados: una estrategia para la 
obtención de extractos bioactivos 
 
Los materiales vegetales son de gran interés para las industrias alimentaria, cosmética y 
farmacéutica, ya que contienen compuestos con propiedades biológicas de alto valor 
nutricional y/o terapéutico. Sin embargo, la explotación de estos materiales requiere de 
una serie de procesos secuenciados: muestreo, preparación de la muestra, extracción, 
evaluación de actividad biológica y calidad sensorial, así como el análisis de los 
compuestos presentes en el extracto, lo que garantiza el potencial de las materias primas 
y de sus componentes (84). En esta dinámica, la extracción pueder ser considerada como 
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uno de los procesos clave, dado que puede afectar la calidad y cantidad de los compuestos 
recuperados, así como los costos globales de la explotación del material vegetal. En el 
proceso de extracción un conjunto de compuestos es transferido, de manera preferente, 
de una matriz a una fase extractante o disolvente, lo que permite la recuperación y 
separación eventual de los compuestos (85). Para llevar a cabo este proceso, existen 
diversas técnicas de extracción, las cuales se diferencian en el sistema tecnológico que 
emplean y en la posibilidad de optimizar las condiciones experimentales inherentes al 
proceso: naturaleza del disolvente, tiempo de extracción, temperatura, presión, entre otros. 
Camel ha propuesto una clasificación para las técnicas de extracción de acuerdo con estas 
consideraciones y la antigüedad de su uso: 
 
Figura 1-5. Clasificación de las técnicas de extracción. Adaptado de Camel, 2013 (84) 
 
 
Las técnicas de extracción tradicionales han sido empleadas desde hace siglos (como en 
los casos de la maceración, infusión, decocción y la extracción Soxhlet) y se caracterizan 
por ser asequibles, ya que no requieren instrumentación compleja, y por facilitar el 
desarrollo de métodos de extracción de manera sencilla. Sin embargo, en las técnicas 
tradicionales, la cantidad de muestra empleada (1-100 g), el tiempo de extracción (horas-
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días) y el consumo de disolvente (100-5000 mL), suelen ser elevados, situación que, 
aunada a la baja selectividad para la recuperación de los compuestos objetivos, hace que 
estas técnicas sean consideradas como poco efectivas (84, 85). En contraste, las técnicas 
de extracción emergentes han tenido un desarrollo tecnológico pronunciado en los últimos 
50 años y se caracterizan por presentar altos niveles de instrumentación y automatización, 
así como por emplear pequeñas cantidades de muestra (1-50 g) y disolvente (10-100 mL) 
en periodos cortos de extracción (3-90 min) (84). La alta selectividad de SFE y la 
selectividad moderada de PLE, SPME y MSPD, hacen de estas estrategias, recursos 
deseables para la obtención de compuestos bioactivos. 
En este trabajo se emplearon la extracción Soxhlet y PLE de manera comparativa, para la 
obtención de extractos con potencial antiproliferativo a partir de residuos frutícolas. A 
continuación se exponen los fundamentos de estas dos técnicas, sus bondades y 
limitaciones. 
Extracción Soxhlet 
En 1879, Franz Ritter von Soxhlet, químico y fisiólogo alemán, desarrolló un sistema de 
lixiviación para determinar el contenido de grasa en leche (86). En un sistema Soxhlet 
tradicional, como el que se muestra en la Figura 1-6, la muestra se dispone en un dedal y 
se coloca en la cámara de extracción, la cual es alimentada constantemente por disolvente 
fresco, producto del proceso de condensación. Cuando el disolvente alcanza el nivel de 
desbordamiento, es conducido a través de un sifón hacia el matraz de destilación. En el 
matraz, el disolvente se separa de los analitos por medio de la destilación y pasa fresco 
nuevamente por el lecho sólido de la muestra. Este proceso se repite constantemente 
hasta que la extracción es completada (87).  
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Figura 1-6. Sistema de extracción Soxhlet. 
  
Operacionalmente, la extracción Soxhlet es una técnica discreta y continua, ya que el 
disolvente circula a través de la muestra por ciclos, pero estos se dan de manera constante 
(88). Esta característa constituye una ventaja importante, ya que en cada ciclo se da una 
etapa de equilibrio de transferencia, por lo que no hay saturación del disolvente. Además, 
el sistema se mantiene a una temperatura relativamente alta por efecto de la aplicación de 
calor en el matraz de destilación, lo que también favorece la transferenca de masa. A 
continuación se señalan otras ventajas de la extracción Soxhlet, así como sus principales 
desventajas (87, 88):  
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Figura 1-7. Ventajas y desventajas de la extracción Soxhlet 
 
Las ventajas y desventajas de la extracción Soxhlet han sido punto de partida para el 
desarrollo de propuestas que mejoren el proceso. Por ejemplo, el fenómeno de 
descomposición térmica es controlado cuando la extracción se realiza a presión reducida 
y, en consecuencia, el punto de ebullición del disolvente disminuye. Los disolventes de 
mayor uso, como bencina, éter etílico, hexano y metanol, dada su alta toxicidad, tienden a 
ser remplazados por sustancias de carácter “verde”, como el acetato de etilo, etanol, d-
limoneno, entre otros (84). La solución a otras desventajas de la extracción Soxhlet han 
propiciado respuestas de mayor instrumentación. Tales son los casos de la extracción 
Soxhlet a alta presión, los sistemas Soxtec®, la extracción Soxhlet asistida por microondas 
(FMASE) o por ultrasonidos, entre otros. Estas soluciones permiten la reducción en los 
volúmenes de disolvente, en la temperatura y los tiempos de extracción, permiten 
extracciones selectivas y de mayor rendimiento, y generan reproducibilidad en los ensayos, 
dada la automatización y el control por ordenador de algunas de estas tecnologías (86). 
Con todos sus matices, la extracción Soxhlet continúa siendo una técnica fundamental 
para la preparación de muestras, tal es así que existe una amplia variedad de métodos 
oficiales que implican su uso (88). Asimismo, constituye una técnica de referencia para 
evaluar el rendimiento y selectividad de técnicas emergentes de extracción (84). 
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Extracción con líquidos presurizados, PLE 
PLE hace parte de las denominadas técnicas de extracción con fluidos comprimidos, al 
igual que SFE. Estas técnicas se caracterizan por permitir el ajuste de parámetros 
fisicoquímicos del disolvente (densidad, difusividad, poder de solvatación, viscosidad, 
constante dieléctrica entre otros), en función de la presión y la temperatura, lo que las hace 
selectivas (89). Mientras que en SFE se emplean disolventes por encima de sus  
condiciones críticas de presión y temperatura (89), en PLE los disolventes se mantienen 
por encima de su punto de ebullición pero a una presión tal que permancen en fase líquida 
(90). PLE fue introducida en 1995 por Dionex Corporation bajo el nombre de ASE® 
(extracción acelerada por disolventes), sin embargo también ha sido empleada bajo el 
nombre de extracción con disolventes presurizados y sobrecalentados, PHSE, o cuando 
se emplea agua como disolvente es conocida como extracción con agua sub-crítica, SWE, 
y  extracción con agua presurizada y sobrecalentada, PHWE (91). De acuerdo con Mustafa 
y Turner, los parámetros que afectan el proceso de extracción están relacionados con las 
caracterísitcas de la matriz, la modalidad y tipo de extracción, la naturaleza del disolvente, 
la temperatura y presión, el tiempo, entre otros (Figura 1-8). 
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La naturaleza química de los analitos (estructura, tamaño, polaridad) y su ubicación en la 
matriz, inciden sobre la eficiencia de la extracción. Asumiendo que la matriz está 
conformada por un conjuto de partículas semiesféricas y porosas, los compuestos pueden 
encontrarse: adsorbidos sobre la superficie de la muestra, adsorbidos y/o disueltos en 
poros, micro o nanoporos y/o enlazados químicamente a la muestra. La interacción analito-
matriz debe ser vencida por la energía suministrada en el proceso extractivo (84). Aquellos 
compuestos que se encuentren en la superficie de la muestra o débilmente enlazados a 
esta, serán transferidos a la fase extractante con mayor facilidad en un proceso de 
solubilidad controlada. En cambio, los compuestos que interactúan con mayor intensidad 
con la muestra y/o se ubican en la estructura porosa, son desorbidos con lentitud y se 
transfieren a la fase extractante por difusión controlada. Estos fenómenos son de gran 
interés, ya que la extracción de los compuestos objetivo puede realizarse en función del 
tiempo, haciendo relativa la necesidad de procesos exhaustivos (90).  
En PLE, la temperatura es quizás uno de los factores de mayor importancia, ya que 
proporciona la energía para superar las interacciones analito-matriz (fuerzas de van der 
Waals, enlaces de hidrógeno, atracciones dipolo) y analito-analito, lo que disminuye la 
energía de activación necesaria para la desorción. La temperatura elevada disminuye la 
tensión superficial, aumenta la viscosidad y mejora la difusividad del disolvente, lo que 
favorece su pentración en los poros de la muestra y contribuye con el transporte de masa, 
haciéndolo más rápido y eficiente (92). Esto se traduce en extracciones más cortas con 
consumos menores de disolvente. Sin embargo, la extracción simultánea de compuestos 
hace que el proceso sea menos selectivo y la alta temperatura puede descomponer 
compuestos termolábiles, situaciones que implican dificultades.  
Por otra parte, la presión tiene la función de mantener al disolvente en fase líquida a pesar 
de la temperatura elevada. El uso de presiones moderadas en PLE, permite forzar el 
ingreso del disolvente en la estructura de la matriz, lo que favorece la humectación y 
contribuye con el transporte de masa. Sin embargo, se ha evidenciado que la presión no 
posee un efecto significativo sobre el rendimiento y la selectividad de la extracción (90).  
Otro factor crítico en la PLE es la naturaleza del disolvente, ya que de esta depende en 
gran medida la selectividad del proceso. El disolvente más empleado en esta técnica es el 
agua, seguido por las mezclas hidroalcohólicas, etanol, ésteres orgánicos (acetato y 
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lactato de etilo), limoneno, entre otros. Estos disolventes han sido categorizados como 
seguros (GRAS) porque no representan riesgos para el ambiente o la salud humana y 
algunos de ellos se pueden obtener por transformación química o bioquímica de bio-
sintónes (93). En este sentido, PLE también es reconocida como una técnica de extracción 
“verde” en el marco de la química sustentable (91). El agua ha sido usada para extraer 
compuestos de diferente polaridad a partir de fuentes naturales, gracias a los cambios que 
se pueden realizar en la constante dieléctrica en función de la temperatura. En cambio las 
mezclas hidroalcohólicas, el etanol y los ésteres orgánicos, son empleados para extraer 
compuestos de mediana polaridad, mientras que los terpenos son usados para sustancias 
apolares. En la Tabla 1-3 se resumen algunas de las aplicaciones de  PLE, en las que se 
emplean algunos de estos disolventes, en el aprovechamiento de subproductos 
agroindustriales y otras matrices (89). 
 
Tabla 1-3. Algunas aplicaciones de PLE para el aprovechamiento de subproductos agroindustriales. 







T (ºC) / P (MPa) 
Subproductos de Agaricus bisporus Esteroles Etanol 50 / 10,3 
Subproductos de manzana Flavonoides Agua 120 / 10,3 
Semillas de cerezo brasileño Compuestos fenólicos Etanol 70 / n.i. 
Subproductos de zanahoria Carotenoides Etanol 60 / 5,2 
Epicarpio de Citrus unshiu Hesperidina y narirutina Agua 160 / 10,0 
Orujo de uva Agliconas aromáticas Etanol:agua (50:50) 90 / 10,3 
Hojas de olivo Compuestos fenólicos Etanol 150 / 10,3 
Residuos de cebolla Quercetina Agua 120 / 5,0 
Cáscara de papa Antocianinas Etanol:agua (80:20) 80 / 10,0 
a Condiciones de extracción 
 
El equipamiento básico de un sistema PLE (Figura 1-9), consta de un reservorio de 
disolvente, una bomba para líquidos (usualmente proveniente de un sistema de 
cromatografía líquida), una espiral de precalentamiento, la celda de extracción, una 
válvular restrictora de presión y un recipiente colector del extracto. En la modalidad 
dinámica de extracción, el disolvente fluye continuamente por la muestra contenida en la 
celda de extracción, por lo que la relación masa de muestra y flujo de disolvente afecta los 
resultados del proceso. En esta modalidad, el flujo constante disolvente fresco permite 
1. Residuos frutícolas como fuente promisoria de compuestos bioactivos 
contra cáncer, posibilidades y alternativas de obtención 
33 
 
varios equilibrios de tranferencia de material e impide su saturación. En la modalidad 
estática, un volumen determinado de disolvente es puesto en contacto con la muestra por 
un tiempo dado, lo que permite la saturación del disolvente. También es posible realizar 
varias extracciones estáticas sobre una misma muestra, lo constituiría una modalidad 
semicontinua. El uso de una modalidad u otra depende del interés del análisis. 
Figura 1-9. Equipamiento básico para un sistema PLE. Adaptado de Plaza y Turner, 2015 (94). 
 
Las técnicas de extracción permiten diferentes posibilidades, gracias a sus beneficios y 
limitaciones. En este estudio, se pretende indagar, de manera comparativa, las ventajas y 
desventajas de la extracción Soxhlet y la técnica PLE, en la obtención de extractos con 
potencial antiproliferativo frente a líneas tumorales humanas, como una estrategia para el 
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2. Evaluación del potencial citotóxico de 
algunos residuos frutícolas 
En el presente capítulo, se exponen los resultados de la evaluación del potencial citotóxico 
de los extractos de 23 residuos vegetales provenientes de la industria procesadora de 
frutas. La evaluación se realizó frente a cuatro líneas tumorales de origen humano: A-549 
(adenocarcinoma de pulmón), HT-29 (adenocarcinoma colorrectal), MDA-MB-231 
(adenocarcinoma de mama) y PC-3 (carcinoma de próstata). También se evaluaron el 
contenido total de fenoles (CTF) y de flavonoides (CTFl) en los extractos, dada la 
importancia de este tipo de compuestos en la actividad antiproliferativa. Como resultado 
de lo anterior se establecieron cuatro residuos con potencial citotóxico: la almendra y la 
cubierta de la semilla del mango de azúcar (ASMA y CSMA), las semillas de curuba (SC) 
y el cáliz de uchuva (CU). Los correspondientes extractos se obtuvieron con rendimientos 
de 3,0, 27,3, 7,8 y 6,8%; en cuanto al CTF/CTFl, éstos presentaron valores de  48,60/6,09, 
723,00/57,48, 242,35/13,75 y 1425,42/43,24 mg A.G/mg quer por 100 g de muestra seca, 
respectivamente. Dado que el extracto de ASMA presentó actividad frente a las cuatro 
líneas celulares, éste fue sometido a un estudio de cromatografía líquida de alta eficiencia 
acoplada a espectrometría de masas, CLAE-EM. 
 
2.1 Introducción 
El cáncer es una de las causas más importantes de morbilidad y mortalidad en el planeta. 
De acuerdo con el World Cancer Report 2014, de la Agencia Internacional para la 
Investigación del Cáncer, IARC, en 2012 hubo 14,1 millones de nuevos casos de cáncer y 
8,2 millones de muertes relacionadas con éste en todo el mundo (1). Para esta agencia, 
los tipos de cáncer de mayor incidencia son pulmón, mama, colorrectal, próstata y 
estómago. Por esta razón, la búsqueda de alternativas quimiopreventivas y terapéuticas 
frente al cáncer, continúa siendo un objeto de investigación de gran importancia para la 
salud pública. Esta búsqueda ha conducido a la explotación de productos naturales, para 
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la obtención de agentes citotóxicos, y en la actualidad se complementa con el desarrollo 
de las terapias personalizadas (2). En el campo de los productos naturales, el 
aprovechamiento de residuos y subproductos de la industria agroalimentaria, constituye 
una línea de investigación de gran desarrollo, particularmente en la obtención de 
compuestos bioactivos. En Colombia, la producción hortofrutícola alcanzó 12,2 millones de 
toneladas en 2013 (3), de las cuales 2,5 corresponden a mango, guanábana, piña, papaya, 
guayaba, maracuyá, curuba, mora, café, naranja, uchuva, tomate de árbol y lulo (4). 
Considerando, que los residuos frutícolas pueden constituir hasta un 30% de la producción 
(5), y dado su contenido de compuestos bioactivos, este tipo de biomasa constituye un 
recurso promisorio para la obtención de extractos y compuestos para la prevención y 
tratamiento del cáncer.  
 




Los residuos del procesamiento de frutas fueron proporcionados en fresco por las 
industrias despulpadoras Pulpafruit S.A. y Alimentos SAS S.A., así como por la Federación 
Nacional de Cafeteros. Los residuos recolectados correspondían a diferentes 
constituyentes de los frutos de las especies relacionadas en la tabla 2-1. 
 
Cada residuo fue lavado manualmente y secado en estufa a presión reducida (37 ºC por 
48 horas). Los residuos secos fueron pulverizados con nitrógeno líquido en molino analítico 
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Tabla 2-1. Residuos frutícolas estudiados 
Especie Nombre común Residuo  Abreviatura 
Mangifera indica L. Mango de azúcar 
Epicarpio EMA 
Almendra semilla (embrión) ASMA 
Cubierta semilla (endocarpio) CSMA 
Mangifera indica L. Mango Tommy Atkins 
Epicarpio EMT 
Almendra semilla (embrión) ASMT 
Cubierta semilla (endocarpio) CSMT 
Annona muricata L. Guanábana Epicarpio EG Semilla SG 
Ananas comosus (L.) Merr. Piña Epicarpio EPÑ 
Carica papaya L. Papaya Epicarpio EP Semilla SP 
Psidium guajava L. Guayaba Semillas SGY 
Passiflora edulis; Sims Maracuyá Epicarpio EMY Semilla SMY 
Passiflora mollisima Curuba Semillas SC 
Rubus glaucus; Bentham Mora de Castilla Semillas SM 
Coffea arabica L. Café Pulpa PC 
Citrus x sinensis (L.) Osbeck Naranja Epicarpio EN 
Physalis peruviana L. Uchuva Cáliz CU 
Solanum betaceum; Cav. Sendt Tomate de árbol Epicarpio ETA Semilla STA 
Solanum quitoense; Lam Lulo Epicarpio EL Semilla SL 
 
 
Obtención de extractos 
 
Los extractos fueron obtenidos por extracción Soxhlet, empleando entre 5 y 10 g de cada 
muestra seca y metanol como disolvente. El proceso de extracción se realizó a presión 
reducida por 8 horas (40 ºC) por triplicado. Los extractos fueron secados en evaporador 
rotatorio a presión reducida. Para la determinación de CTF y CTFl los extractos fueron 
reconstituidos en metanol a 20 mg/mL y refrigerados hasta su uso (-20 ºC). 
 
Determinación del contenido total de fenoles (CTF) 
 
La determinación de CTF en los extractos se llevó a cabo por el método de Folin-Ciocalteu, 
siguiendo el procedimiento desarrollado por Hosu y cols. (6). Para ello, se adicionaron 750 
μL del reactivo de Folin-Ciocalteu (10%) a 100 μL de cada una de las soluciones de los 
extractos obtenidos. Luego de 5 min, se adicionaron 750 μL Na2CO3 (6%), se agitó y se 
permitió el desarrollo de la reacción en la oscuridad a temperatura ambiente por 90 min. 
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Posteriormente, se midieron los valores de absorbancia a 765 nm en un espectrofotómetro 
Thermo Scientific Evolution 600 UV/Vis. La curva de calibración se realizó con ácido gálico 
como patrón, con concentraciones finales entre 0 y 100 μg/mL. El CTF se expresó como 
mg de ácido gálico / 100 g en base seca (mg AG/100 g muestra). 
 
Determinación del contenido total de flavonoides (CTFl) 
 
El CTFl se determinó mediante el método del cloruro de aluminio (III), siguiendo el 
procedimiento desarrollado por Chang y cols. (7). Para ello, se dispusieron de 500 μL de 
las soluciones de los extractos obtenidos, a los cuales se les adicionó 1500 μL de EtOH 
95%, 100 μL de AlCl3 (10%), 100 μL de acetato de sodio (1 M) y 2800 μL de agua destilada. 
La reacción se incubó por 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se midieron los 
valores de absorbancia a 415 nm en un espectrofotómetro Thermo Scientific Evolution 600 
UV/Vis. La curva de calibración se realizó con quercetina como patrón, con 
concentraciones finales entre 0 y 100 μg/mL. El CTFl se expresó como mg de quercetina / 
100 g de base seca (mg quer/100 g muestra). 
 
Evaluación de la actividad biológica 
 
La evaluación de la actividad citotóxica se desarrolló de acuerdo con la metodología de 
Escobar y cols. (8, 9): 
 
a) Líneas celulares 
La actividad citotóxica fue estudiada en líneas celulares de crecimiento adherente 
en monocapa, aisladas de diferentes tumores humanos: A-549 (adenocarcinoma 
de  pulmón), HT-29 (adenocarcinoma colorrectal), MDA-MB-231 (adenocarcinoma 
de mama) y PC-3 (carcinoma de próstata). Todas las líneas se mantuvieron a 37 
ºC en medio RPMI-1640 (Sigma) suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino 
(FBS) (Gibco) y antibióticos (penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 µg/mL, 
Gibco), en frascos de cultivo celular de 75 cm2, con una humedad relativa del 
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b) Ensayo de actividad citotóxica 
Las células en fase de crecimiento exponencial, fueron tripsinizadas (tripsina 
0,025% y EDTA 0,03% por 5 min a 37 ºC), contadas en cámara de Neubauer, por 
el método de exclusión del azul de Trypan y sembradas a 3500 células x pozo en 
placas de 96 pozos con fondo plano. Las placas se incubaron por 24 h a 37 ºC para 
permitir la adhesión al soporte. Transcurrido este tiempo la monocapa celular fue 
expuesta durante 72 h a los tratamientos. Posteriormente, se cuantificó el efecto 
citotóxico mediante el ensayo de reducción de la resazurina. 
 
c) Ensayo de reducción de resazurina 
Para realizar este ensayo, el medio y los tratamientos fueron remplazados por 100 
µL de medio con resazurina a una concentración final de 44 µM. Las placas se 
incubaron por 4 h a 37 ºC. Posteriormente, la fluorescencia emitida por las células 
viables y/o metabólicamente activas, se cuantificó usando un espectrofluorímetro 
(TECAN GENios) a una longitud de onda de excitación de 535 y una de emisión de 
595 nm. Las unidades de fluorescencia emitidas por las células tratadas se 
transformaron a porcentajes de supervivencia normalizando con las unidades de 
fluorescencia emitidas por las células control (células sin tratamiento). En cada 
caso se observó la respuesta celular en función de la concentración de los 
tratamientos evaluados. 
 
d) Preparación de tratamientos 
Los tratamientos fueron preparados a partir de cada uno de los extractos. Para ello, 
los extractos fueron reconstituidos en dimetilsulfóxido (DMSO) y se prepararon 
disoluciones seriadas de 125; 12,5 y 1,25 µg/mL, en medio de cultivo. La 
concentración final del DMSO en cada tratamiento fue de 0,2%. El control positivo 
del ensayo fue realizado con Taxol® (paclitaxel) en disoluciones seriadas (0,5 a 
50.000 nM). Finalmente, se evalúo la inocuidad del DMSO en el medio en tres 
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Análisis por Cromatografía líquida de alta eficiencia acoplada a espectrometría de 
masas (CLAE-EM) 
 
El extracto crudo de mayor potencial citotóxico fue estudiado empleando CLAE-EM. Para 
ello se empleó un cromatógrafo Agilent® 1260 Infinity acoplado a un espectrómetro de 
masas de alta resolución Agilent® 6520. El sistema CLAE consistía de dos bombas 
binarias (G1312B), un desgasificador (G1379B) y un inyector automático con sistema de 
refrigeración (G1367E). Para la separación de los compuestos se empleó una columna 
Phenomenex Luna Phenil-hexil (15 x 4,6 mm i.d. 5 μm) y un gradiente de elución usando 
ácido acético 0,3% (A) y metanol (B), a un flujo lineal de 0,5 mL/min, de acuerdo con el 
siguiente programa:  0-10 min, 5% B; 10-17 min, 5-20% B; 17-25 min, 20-40% B; 25-38 
min, 40-50% B; 38-41 min, 50-90% B y 41-45 min, 90-100% B.  
La ionización se realizó mediante electrospray en modo negativo, ESI(-), el voltaje del 
capilar fue de 3,5 kV. Como gas nebulizador se empleó nitrógeno a 5 L/min, 25 psi y 300 
ºC. La separación de iones se realizó con un analizador cuadrupolo-tiempo de vuelo (Q-
TOF) en un rango de 50-1500 m/z. La adquisición de datos se realizó mediante Mass 




Las extracciones fueron realizadas por triplicado y su rendimiento se expresa como 
porcentaje en masa ± la desviación estándar de la media (%w/w ± SD). Los CTF y CTFl 
se realizaron por triplicado. La actividad citotóxica de los tratamientos y los controles fue 
evaluada mediante nueve réplicas. La supervivencia celular se expresa como porcentaje 
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2.3 Resultados y discusión 
 
Obtención de extractos, determinación de CTF y CTFl 
 
Los rendimientos de extracción, así como el CTF y CTFl de los extractos obtenidos, se 
resumen en la tabla 2-2. Los extractos con mayor rendimiento correspondieron a EP 
(44,4%), CSMA (27,3%)  y EMT (23,6%). En contraste, los extractos de SL (1,1%), STA 
(1,2%) y SM (1,2%) presentaron los menores rendimientos.  
 







EMA 9,4 ± 0,2 1.838,38 ± 0,01 9,74 ± 0,01 
ASMA 3,0 ± 0,2 48,60 ± 0,09 6,09 ± 0,01 
CSMA 27,3 ± 1,3 723,00 ± 0,14 57,48 ± 0,03 
EMT 23,6 ± 0,6 3.553,19 ± 0,01 26,04 ± 0,01 
ASMT 3,3 ± 1,8 280,29 ± 0,01 0,359 ± 0,01 
CSMT 9,1 ± 0,1 581,35 ± 0,01 4,84 ± 0,01 
EG 7,0 ± 0,1 307,67 ± 0,03 2,33 ± 0,01 
SG 7,3 ± 0,5 497,89 ± 0,03 36,12 ± 0,03 
EPÑ 1,5 ± 0,1 221,89 ± 0,02 1,33 ± 0,01 
EP 44,4 ± 2,3 1.184,39 ± 0,03 5,78 ± 0,01 
SP 7,7 ± 1,2 1.288,11 ±  0,05 23,24 ± 0,03 
SGY 4,8 ± 0,6 130,23 ± 0,01 7,11 ± 0,01 
EMY 2,6 ± 0,1 109,11 ± 0,01 0,69 ± 0,03 
SMY 6,2 ± 1,5 886,82 ± 0,04 16,25 ± 0,02 
SC 7,8 ± 0,7 242,35 ± 0,01 13,75 ±0,01 
SM 1,2 ± 0,1 141,36 ± 0,06 0,47 ± 0,01 
PC 6,7 ± 0,8 35,51 ± 0,01 1,97 ± 0,01 
EN 9,6 ± 0,1 1.067,95 ± 0,04 5,28 ± 0,01 
CU 6,8 ± 0,3 1.425,42 ± 0,02 43,24 ± 0,02 
ETA 0,8 ± 0,2 1,75 ± 0,01 0,11 ± 0,01 
STA 1,2 ± 0,1 265,89 ± 0,03 18,07 ± 0,04 
EL 2,9 ± 0,2 389,23 ± 0,04 7,57 ± 0,03 
SL 1,1 ± 0,2 159,15 ± 0,02 0,59 ± 0,01 
a Porcentaje de rendimiento 
b Contenido total de fenoles expresado como mg AG (ácido gálico)/100 g en base seca 
c Contenido total de flavonoides expresado como mg quer (quercetina)/100 g en base seca 
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En el mango de azúcar, el valor de CTF fue superior en EMA (1838,38 mg AG/100 g) 
seguido por CSMA (723,00 mg AG/100 g) y ASMA (48,60 mg AG/100 g), mientras que el 
valor de CTFl fue mayor en CSMA (57,48 mg quer/100 g). En la literatura no se encuentra 
información disponible sobre el contenido de compuestos fenólicos en residuos del fruto 
de mango de azúcar; sin embargo Corrales y cols. caracterizaron la pulpa de éste y 
reportaron valores de CTF (217,6 mg AG/100 g pulpa) y CTFl (81,6 mg catequina/100 g 
pulpa) (10). El valor de CTF hallado en EMA es significativamente mayor al descrito por 
Corrales y cols. en pulpa. Por el contrario, el valor de CTFl descrito en la pulpa es mayor 
que en CSMA. 
 
Por otra parte, EMT presentó el mayor CTF (3.553,19 mg AG/100 g) de los residuos 
evaluados. Sin embargo, en otros estudios dicho valor puede oscilar entre 2.032 y 20.005 
mg AG/100 g (11). Adicionalmente, el CTFl en EMT fue importante (26,04 mg quer/100 g).  
 
El CTF de EG (307,67 mg AG/100 g) es cercano al descrito en la pulpa de este fruto (368 
mg/100 g) (12). El valor de CTF en SG (497,89 mg AG/100 g) fue menor al determinado 
por Silva y cols. (1439,63 mg AG/100 g), sin embargo estos autores no detectaron CTFl 
(10). Para el caso de EPÑ, el valor obtenido de CTF (2787,09 mg AG/100 g) es 
significativamente superior al referido por Silva y cols. en el mismo estudio (221,89 mg 
quer/100 g). 
 
Los valores de CTF en EP (1.184,39 mg AG/100 g) y SP (1.288,11 mg AG/100 g) son 
notables con relación a los descritos por Morais y cols. (753,96 y 67,95 mg AG/100 g, 
respectivamente); por el contrario, el CTFl en SP (23,24 mg quer/100 g) fue inferior al 
reportado en el mismo trabajo (102,94 mg quer/100 g) (13).  
 
En SGY el valor de CTF (130,23 mg AG/100 g) es cercano al establecido por Castro y cols. 
(131 mg AG/100 g), en extractos obtenidos con CO2/EtOH-10% (50 ºC-30 MPa) (14).  
 
El valor de CTF obtenido en EMY (109,11 mg AG/100 g) es similar al descrito por de 
Oliveira y cols., en residuos integrados por epicarpio, pulpa y semilla de maracuyá (103 
mg AG/100 g) (15). Para SMY el valor de CTF (886,82 mg AG/100 g) fue superior al 
descrito en la literatura (332,38 mg AG/100 g) (13).  
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El CTF de SC (242,35 mg AG/100 g) es menor comparado con el reportado (635 mg 
AG/100 g) para esta misma matriz (16). En otro estudio, se indagó sobre CTFl en pulpa 
(77,6 mg quer/100 g) y epicarpio (140,17 mg quer/100 g) (17), estos valores son 
significativamente mayores que el obtenido en semilla (13,75 mg quer/100 g). 
 
El valor de CTF para SM (141,36 mg AG/100 g) es significativamente inferior al establecido 
por Mertz y cols. (6.300 mg AG/100 g) en pulpa (18). 
 
El CTF establecido para PC (35,51 mg AG/100 g) es inferior comparado con el determinado 
por Fonseca y cols., en residuos de café colombiano provenientes de diferentes municipios 
(252,2-346,9 mg AG/g café) (19) 
 
Un valor destacado corresponde al CTF en EN (1067,95 mg AG/100 g). Nayak y cols. 
establecieron valores de CTF entre 600,26 y 1.201 mg AG/100 g, en esta matriz empleando 
extracción asistida por microondas y ultrasonido (20).  
 
En el caso de CU el CFT (1425,42 mg AG/100 g) y CFTl (43,24 mg quer/100 g) presentaron 
valores moderados, respecto a los de los demás residuos. En la literatura ha sido descrito 
el CTF en el fruto (40,45 mg AG/100 g) (21). 
 
El valor de CTF para ETA (1,75 mg AG/100 g)  contrasta con el descrito por Hurtado y cols. 
(13,69 mg AG/mg extracto crudo) en esta matriz (22). Los valores de CTF (265,89 mg 
AG/100 g) y CTFl (18,07 mg quer/100 g) de STA son significativamente mayores a los 
presentados por ETA, sin embargo no se encuentran datos en la literatura que permitan 
establecer un comparativo. 
 
En el caso de los residuos del lulo, se destacan los valores de CTF y CTFl de EL (389,23 
mg AG/100 g y 7,57 mg quer/100 g, respectivamente). En la literatura se ha informado 
sobre el CTF en la pulpa de este fruto con un valor superior al hallado en epicarpio (650 
mg AG/100 g) (18). 
 
Las diferencias entre los valores de CTF y CTFl establecidos en este estudio y los descritos 
en la literatura para las biomasas estudiadas, pueden estar relacionadas con el método de 
extracción y el origen de la muestra. En cuanto al primer factor, se observa multiplicidad 
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de metodologías de extracción (maceración, extracción Soxhlet, extracción asistida por 
microondas y ultrasonido, extracción con fluidos supercríticos, entre otras), así como una 
amplia variedad de disolventes empleados (agua, metanol, etanol, acetona, hexano, 
acetato de etilo, CO2, entre otros). Por otra parte, el origen de la muestra es diverso: en la 
mayoría de los casos, las muestras son obtenidas a partir de los frutos disponibles en el 
mercado para el consumidor final, en otros, las muestras son recolectadas directamente 
en los cultivos, facilitando la ubicación geográfica y el estado de las mismas, mientras que, 
en el caso particular del presente estudio, la procedencia y homogeneidad de las muestras 
es de difícil determinación, ya que se generan por el procesamiento industrial de frutas con 
orígenes distintos y en diferentes estados de maduración. 
 
Evaluación de la actividad biológica 
 
Las líneas celulares fueron sensibles al Taxol® (Figura 2-1), agente antineoplásico 
empleado en clínica y usado en este ensayo para verificar la sensibilidad de las células. 
Asimismo, se observó la inocuidad del DMSO empleado como vehículo para la preparación 
de los extractos, lo que evidencia que la concentración usada (0,2%) no interfiere con los 
resultados del análisis (Anexo A-1). 
 
Los extractos metanólicos provenientes de EMA, EMT, ASMT, CSMT, EG, SG, EPÑ,  EP, 
SP, SGY, EMY, SMY, SM, PC, EN, ETA, STA, EL y SL no tuvieron efecto sobre la 
proliferación celular de las líneas tumorales empleadas, ya que en todos los casos el 
porcentaje de supervivencia celular se mantuvo alrededor de 100%, independientemente 
de la concentración de extracto empleado (Anexo A-1). Por el contrario, los extractos de 
ASMA, CSMA, SC y CU, presentaron actividades moderadas. 
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Figura 2-1. Evaluación de la sensibilidad de las líneas tumorales estudiadas frente a Taxol® 
 
El extracto obtenido a partir de ASMA fue citotóxico frente a la totalidad de las líneas 
tumorales evaluadas (Figura 2-2),  mientras que el obtenido de CSMA fue activo frente a 
HT-29, MDA-MB-231 y PC-3 (Figura 2-3); sin embargo, dicha actividad solo fue observada 
a la mayor concentración empleada de los extractos (125 μg/mL).  
 
En un estudio relacionado, se determinó el efecto citotóxico del extracto etanólico de ASMA 
(maceración dinámica, 37 ºC y 24 h) sobre tres líneas celulares de mama (MCF-7, MDA-
MB-231 y MCF-10A). El extracto fue citotóxico para las líneas tumorales (MCF-7, CI50: 15 
μg/mL y MDA-MB-231, CI50: 30 μg/mL), pero presentó bajos niveles de toxicidad en las 
células sanas (MCF-10A) (23). Por otra parte, no se tiene conocimiento sobre estudios 
similares realizados en CSMA sobre las líneas celulares evaluadas. 
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Figura 2-3. Efecto citotóxico de CSMA sobre HT-29, MDA-MB-231 y PC-3. 
 
 
Por otra parte, el extracto proveniente de SC fue citotóxico frente a MDA-MB-231 y PC-3 
(Figura 2-4). La supervivencia celular en MDA-MB-231 decreció en función de la 
concentración del extracto de SC, y fue activo frente a PC-3 a la máxima concentración. 
En la literatura no se han descrito estudios sobre el efecto citotóxico y/o quimiopreventivo 
2. Evaluación del potencial citotóxico de algunos residuos frutícolas 53 
 
de extractos o compuestos obtenidos de las semillas de curuba. Sin embargo, en el fruto 
se ha determinado la presencia de compuestos fenólicos de alto valor funcional, entre los 
que se destacan flavonoides glicosidados de luteolina, apigenina, eriodictiol, miricetina, 








El extracto proveniente del CU fue activo frente a las líneas celulares MDA-MB-231 y HT-
29 a la máxima concentración evaluada (Figura 2-5). Esta actividad puede estar 
relacionada con compuestos de tipo witanólido, así como por polifenoles y flavonoides 
presentes en uchuva. En un estudio se aislaron los witanólidos: fiperunólido A, witanólido 
E, witanólido C y 4β-hidroxiwitanólido E (4βHWE), de la parte aérea de la planta de uchuva 
(24). Estos compuestos  fueron activos frente a líneas tumorales de pulmón (A-549), mama 
(MDA-MB-231 y MCF-7) e hígado (Hep G2 y Hep 3B), con valores de CI50 entre 0,06 y 3,20 
μg/mL. En otro estudio, se relacionó de manera positiva la actividad antiproliferativa del 
extracto de uchuva (scCO2 60 ºC-40 bar, 5% etanol como co-solvente) frente a carcinoma 
pulmonar (H661), con los contenidos de fenoles (100,82 mg/g) y flavonoides  (226,19 mg/g) 
(25). Este extracto contribuyó con la expresión de proteínas proapoptóticas (Bax y p53) y 
la liberación de citocromo c, limitando el desarrollo de las células tumorales.  
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Figura 2-5. Efecto citotóxico de CU sobre MDA-MB-231 y HT-29 
 
 
En la tabla 2-3 se resume el rendimiento de los extractos ASMA, CSMA, SC y CU, los 
valores de CTF y CTFl, así como los porcentajes de supervivencia celular de las líneas 
tumorales tratadas con estos extractos a 125 µg/mL. Se resalta que el extracto de ASMA 
presentó actividad frente a la totalidad de las líneas evaluadas; adicionalmente, éste 
presentó la mayor actividad frente a PC-3, con relación a los demás extractos. La actividad 
del extracto de ASMA fue superior a la de CSMA, a pesar de que este último presentó 
valores significativamente superiores de CTF y CTFl. 
 









A-549 HT-29 MDA-MB-231 PC-3 
ASMA 3,0 ± 0,2 48,60 ± 0,09 6,09 ± 0,01 34,7 ± 5,3 19,7 ± 0,6 18,6 ± 0,5 10,3 ± 1,7 
CSMA 27,3 ± 1,3 723,00 ± 0,14 57,48 ± 0,03 ≥ 100 28,5 ± 1,2 19,3 ± 0,6 15,7 ± 6,6 
SC 7,8 ± 0,7 242,35 ± 0,01 13,75 ± 0,01 ≥ 100 ≥ 100 12,6 ± 1,2 40,0 ± 0,8 
CU 6,8 ± 0,3 1.425,42 ±0,02 43,24 ± 0,02 ≥ 100 8,3 ± 0,4 28,5 ± 0,6 ≥ 100 
a Porcentaje de rendimiento 
b Contenido total de fenoles expresado como mg AG (ácido gálico)/100 g en base seca 
c Contenido total de flavonoides expresado como mg quer (quercetina)/100 g en base seca 
d Porcentaje de supervivencia celular a 125 µg/mL 
 
El extracto de SC posee valores intermedios de rendimiento, CTF y CTl, y presentó la 
mayor actividad frente a MDA-MB-231. Finalmente, el extracto de CU exhibió el mayor 
efecto contra HT-29, con el valor más alto de CTF. 
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De acuerdo con la literatura, era posible esperar que el extracto proveniente de SG 
presentara actividad antiproliferativa, dado el contenido de acetogeninas citotóxicas 
presentes en esta especie (12, 26). Asimismo, se esperaba que el extracto de EPÑ 
presentara actividad citotóxica, dado que se ha informado sobre el contenido de bromelina 
en el tallo y los residuos de este fruto, así como de su actividad antiproliferativa frente a 
carcinoma gastrointestinal (HT29-5F12, HT29-5M21, MKN45, y KATO-III) (27) y 
adenocarcinoma de mama (MCF-7) (28). También se ha indicado, que extractos 
metanólicos del epicarpio de este fruto, han presentado actividad citotóxica frente a cáncer 
de cérvix (HeLa, CI50 = 53,62 μg/mL), adenocarcinoma de mama (MCF-7, CI50 = 50,82 
μg/mL) y carcinoma hepatocelular (HepG-2, CI50 = 51,87 μg/mL) (29). Por otra parte, en 
SP se ha determinado la presencia del isotiocianato de bencilo (460 μmol/ 100 g semilla), 
compuesto capaz de inducir apoptosis en células de leucemia promielocítica (HL-60) (30), 
sin embargo el extracto de SP no presentó actividad alguna en este estudio.  
 
Los casos de los residuos de maracuyá, mora y naranja son similares. En la literatura se 
ha informado sobre la actividad quimiopreventiva y/o antiproliferativa relacionada con estos 
frutos y sus compuestos. Por ejemplo, el piceatannol es el polifenol mayoritario en las 
semillas del maracuyá (31) y se ha establecido su actividad citotóxica frente a células 
tumorales de diversos orígenes: colon (HCT-116, 50 μM CI50), melanoma (SK-Mel-28; 
A375 Y SB2, 40 μM CI50), leucemia mielogéna (K562, 50 μM CI50), leucemia promielocítica 
(HL-60, 23 μM CI50), entre otros (32). En la mora se han identificado antocianinas como el 
cianidin 3-glucósido, la cual induce apoptosis en líneas tumorales de leucemia, mama y 
pulmón, mediante diferentes mecanismos (33). Finalmente, en el epicarpio de naranja se 
han identificado varias polimetoxiflavonas (PMFs), las cuales poseen la capacidad de 
regular el ciclo celular en diversas líneas tumorales con efectos antiproliferativos (34). 
 
La inactividad de los extractos obtenidos a partir de los residuos de guanábana, papaya, 
maracuyá, mora y naranja observada en este trabajo, frente al potencial antiproliferativo 
descrito en la literatura, puede explicarse por las metodologías de extracción empleadas, 
las cuales en muchos casos eran selectivas para un grupo de compuestos objetivo. Por el 
contrario, en este trabajo se decidió llevar a cabo una única metodología que permitiera un 
punto de comparación de los resultados obtenidos, desde la perspectiva de la obtención 
de extractos enriquecidos con compuestos de naturaleza polifenólica.  
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Finalmente, se decidió estudiar el extracto proveniente de ASMA mediante cromatografía 
líquida de alta eficiencia acoplada a espectrometría de masas. Esto en razón del potencial 
que mostró el extracto para atacar las cuatro líneas tumorales ensayadas. Adicionalmente, 
dicha biomasa fue sometida a un proceso extractivo de mayor selectividad (extracción con 
fluidos presurizados-EFP), con lo cual fue posible comparar los dos procesos frente a la 
actividad biológica y la composición química tentativa.  
 
Análisis por Cromatografía líquida de alta eficiencia acoplada a espectrometría de 
masas (CLAE-EM) del extracto de ASMA 
 
El extracto crudo obtenido por Soxhlet fue sometido a análisis por CLAE-Q/TOF. El 
cromatograma obtenido presentó señales en su mayoría resueltas y separadas (Figura 2-
6), algunas de las cuales pudieron ser identificadas de manera tentativa, de acuerdo con 
los espectros de masas, los valores de m/z y las formulas sugeridas por el análisis 
realizado con el software del equipo MassHunter y la revisión bibliográfica. En la tabla 2-4 
se relacionan las señales cromatográficas y los respectivos tiempos de retención (tR). 
Figura 2-6. Cromatograma del extracto ASMA obtenido por Soxhlet  
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Tabla 2-4. Señales cromatográficas y tiempos de retención para el extracto ASMA obtenido por 
Soxhlet  














La señal 1a (tR = 3,425 min) presentó el ion pseudo-molecular [M-H]- con m/z 341,1106 
(Figura 2-7), con una formula molecular sugerida C15H18O9 (342,1179 Da, 97,81% de 
coincidencia y 2,98 ppm de error). Esta señal puede ser tentativamente relacionada con el 
compuesto cafeoil glucósido, el cual se ha encontrado en el fruto de M. indica var. Piqueño 
y var. Tommy Atkins, en dicho trabajo las señales m/z= 179,0567 y 683,2255 fueron 
asociadas con el fragmento cafeoil y el aducto [2M-H]- (35), respectivamente.   
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Figura 2-7. Espectro de masas señal 1 (tR = 3,425 min) 
 
 
La señal 2 (tR = 6,470 min) presentó el ion pseudo-molecular [M-H]- con un valor de m/z  
191,0576 (Figura 2-8) y una fórmula molecular de C7H12O6 (192,0649 Da, 92,58% de 
coincidencia y -8,04 ppm de error). Esta señal puede estar relacionada con el ácido 
quínico, el cual presenta un aducto [2M-H]- con m/z 383,1185, este compuesto ha sido 
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Figura 2-8. Espectro de masas señal 2 (tR = 6,470 min) 
 
 
La señal 4 (tR = 11,561 min) presentó un ion pseudo-molecular [M-H]- con m/z 169,0149 
(Figura 2-9) y formula sugerida C7H6O5 (170,0222 Da, 98,31% de coincidencia y -3,96 ppm 
de error). El compuesto puede ser identificado como ácido gálico, el cual ha sido 
encontrado en la almendra del mango (35, 36); además, se observó la descarboxilación 
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Figura 2-9. Espectro de masas señal 4 (tR = 11,561 min) 
 
 
Por último, la señal 11 (tR = 30,380 min) presentó un ion pseudo-molecular [M-H]- con m/z 
335,0425 (Figura 2-10) y formula sugerida C15H12O9 (336,0498 Da, 94,3% de coincidencia; 
-5,0 ppm de error). La fórmula posiblemente se relaciona con el compuesto 3-O-
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Figura 2-10. Espectro de masas señal 11 (tR = 30,380 min) 
 
Los espectros de masas de la totalidad de señales cromatográficas se presentan en el 
Anexo B-1. 
 
El fruto del mango ha sido identificado como fuente de extractos y compuestos con 
propiedades anticarcinogénicas y antiproliferativas. Estas propiedades han sido 
relacionadas con compuestos de naturaleza fenólica presentes en el epicarpio, la pulpa y 
la semilla (37). Entre los compuestos fenólicos se destacan ácidos fenólicos, flavonoides y 
galatotaninos. Noratto y cols. evaluaron el potencial antiproliferativo de extractos de 
naturaleza polifenólica a partir de la pulpa de diferentes variedades de mango sobre líneas 
celulares de mama (MDA-MB-231), leucemia (Molt-4), pulmón (A-549), próstata (LnCap) y 
colon (SW-480) (38). La línea de mayor sensibilidad fue SW-480 y la actividad del extracto 
fue asociada a un incremento sobre la expresión de RNAm de los biomarcadores pro-
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de especies reactivas de oxígeno. Asimismo, se ha establecido que compuestos derivados 
del ácido gálico, como los galotaninos (galoil-glucósidos), están presentes en el epicarpio 
y la almendra del mango. Compuestos de esta naturaleza han exhibido efectos 
antiproliferativos contra cáncer de mama (MDA-MB-231), hígado (HepG2) y leucemia (HL-
60) y esta propiedad ha sido asociada a la actividad antioxidante, la cual afecta los 
mecanismos inflamatorios asociados al desarrollo del cáncer (39). Por otra parte, se han 
estudiado los efectos de las interacciones (aditividad, sinergismo y antagonismo) entre 
ácidos hidroxicinámicos, hidrobenzoícos y sus derivados, estableciéndose efectos 
importantes sobre la inducción a la diferenciación y la apoptosis celular en líneas tumorales 
de colon, hígado, próstata, mama y pulmón (40). Por último, el ácido quínico ha sido 
identificado como un posible candidato para el tratamiento del cáncer de próstata, dadas 
las propiedades farmacocinéticas favorables establecidas en modelos in silico (41).  
2.4 Conclusiones 
 
En este estudio se evaluó el rendimiento, CTF, CTFl y la actividad citotóxica de los 
extractos metanólicos de 23 residuos frutícolas.  
• Los extractos de mayor rendimiento correspondieron a EP (44,4%), CSMA (27,3%) 
y EMT (23,6%). El rendimiento obtenido en los extractos restantes fue menor al 
10%. En cuanto a CTF, se destacan los valores de EMT (3.553,19 mg AG/100 g), 
EMA (1.838,38 mg AG/100 g) y los de EP, SP, EN y CU, los cuales oscilan entre 
1.425,42 y 1.067,95 mg AG/100 g. Los valores de CFTl más representativos fueron 
los presentados por CSMA, CU y SG (57,48; 43,24 y 36,12 mg quer/100 g, 
respectivamente).  
• De los residuos evaluados, cuatro presentaron actividad citotóxica moderada, a la 
máxima concentración evaluada (125,0 μg/mL) frente a las líneas estudiadas: 
ASMA (A-549, HT-29, MDA-MB-231 y PC-3), CSMA (HT-29, MDA-MB-231 y PC-
3), SC (MDA-MB-231 y PC-3) y CU (HT-29 y MDA-MB-231). En todos los casos los 
porcentajes de supervivencia celular fueron menores al 40%, destacándose los 
valores de CU (8,3% frente a HT-29), ASMA (10,3% frente a PC-3) y SC (12,6% 
frente a MDA-MB-231). 
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• El extracto de ASMA fue seleccionado por mostrar respuesta frente a la totalidad 
de las líneas celulares, incluyendo A-549 una de las líneas de mayor resistencia, 
para estudiar su composición tentativa por CLAE-EM, identificándose de manera 
preliminar los compuestos cafeoil glucósido, ácido quínico, ácido gálico y 3-O-
galoilgalato de metilo. 
• Adicionalmente, la biomasa ASMA fue seleccionada para un proceso extractivo de 
mayor selectividad (extracción con líquidos presurizados, PLE), a fin de establecer 
la posibilidad de mejorar la actividad citotóxica frente a las líneas tumorales 
estudiadas, así como, el rendimiento y los valores de CTF y CTFl. 
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3. Obtención de extractos con potencial 
citotóxico a partir de la semilla de mango 
(M. indica) var. Azúcar mediante PLE 
En este capítulo se muestra el potencial citotóxico de extractos obtenidos a partir de la 
almendra de la semilla del mango de azúcar (ASMA), empleando la técnica de extracción 
con líquidos presurizados, PLE. La evaluación de la actividad citotoxica se realizó frente a 
cuatro líneas tumorales de origen humano: A-549 (adenocarcinoma de pulmón), HT-29 
adenocarcinoma colorrectal), MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama) y PC-3 
(carcinoma de próstata). Adicionalmente, se estudió el efecto de la temperatura y la presión 
sobre el rendimiento, el contenido total de fenoles (CTF) y de flavonoides (CTFl) y la 
actividad citotóxica de los extractos obtenidos. Para ello se evaluaron dos condiciones de 
temperatura (80 y 120 ºC) y tres de presión (40, 80 y 120 bar). El extracto obtenido a 120 
ºC-40 bar presentó actividad citotóxica frente a A-549 (49,0% supervivencia celular a 125,0 
μg/mL de extracto), HT-29 (14,9% supervivencia celular a 1,25 μg/mL de extracto) y PC-3 
(41,0% supervivencia celular a 125,0 μg/mL de extracto), así como los valores más altos 
de rendimiento (18,3% ± 1,7), CTF (1.310,67 ± 0,28 mg AG/100 g) y CTFl (77,48 ± 0,15 
mg quer/100 g). Los resultados indican que el factor de mayor importancia sobre las 
variables de extracción es la temperatura. Por último, mediante cromatografía líquida de 
alta eficiencia acoplada a espectrometría de masas, CLAE-EM, se logró identificar de 
forma tentativa algunos compuesto presentes en el extracto más activo, entre los que se 
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La extracción con líquidos presurizados, PLE, es una técnica emergente con desarrollos y 
aplicaciones importantes en las últimas décadas. En esta técnica, se emplean disolventes 
por encima de su punto de ebullición, pero a una presión tal que son mantenidos en fase 
líquida (1). El uso de temperaturas elevadas y el nivel de automatización, han sido 
asociados a la eficiencia de la técnica para la obtención de extractos con altos rendimientos 
y selectividad. Adicionalmente, se caracteriza por emplear cantidades moderadas de 
disolvente y tiempos más cortos de extracción (2).  PLE ha sido categorizada como una 
técnica “verde”, dado que permite emplear disolventes reconocidos como seguros (GRAS), 
tales como agua, etanol, acetato de etilo, entre otros. PLE se ha empleado para la 
obtención de compuestos de alto valor funcional a partir de fuentes de origen natural, como 
plantas, algas y residuos agroindustriales: fucoxantina de Phaeodactylum tricornutum, 
zeaxantina de Chlorella ellipsoidea, ácidos grasos poli-insaturados de Rhizoclonium 
hieroglyphicum, hesperidina y narirutina del epicarpio de Citrus unshiu , luteína de los 
subproductos del té verde, y quercetina de los residuos de la cebolla, entre otros (3). En 
este sentido, PLE constituye una herramienta importante para la obtención de compuestos 
bioactivos de interés nutricional y terapéutico (4), los cuales han sido empleados para la 
prevención y/o tratamiento de diversas enfermedades, entre las que se cuenta el cáncer. 
El cáncer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial (8,2 millones de 
casos en 2012) y se ha establecido que los tipos de cáncer de mayor incidencia y 
mortalidad son pulmón, mama, colorrectal, próstata y estómago (5). Por otra parte, el 
empleo de residuos de mango, para la obtención de extractos y/o compuestos de carácter 
bioactivo, es una estrategia de valorización que puede direccionarse a la prevención y/o 
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3.2 Materiales y métodos 
Material vegetal 
Las semillas de mango de azúcar fueron proporcionadas por la industria procesadora de 
frutas Alimentos SAS S.A. (Bogotá). Las semillas fueron lavadas y divididas en cubierta 
(endocarpio) y almendra (embrión). Las almendras fueron secadas (estufa a presión 
reducida-37 ºC por 48 horas) y pulverizadas con nitrógeno líquido en un molino analítico 
IKA® A 11. Finalmente, las muestras molidas fueron almacenadas a -20 ºC  hasta su uso.  
 
Obtención de extractos empleando líquidos presurizados (PLE) 
 
La obtención de extractos empleando PLE, se desarrolló a partir de las siguientes etapas: 
 
a) Construcción del equipo de extracción. El equipo (Figura 3-1), consiste de una 
bomba Beckman-Altex 110A con control de flujo (0,1 a 9,9 mL/min), una celda de 
precalentamiento y otra de extracción con 185 y 83 mL de capacidad, 
respectivamente, cada una de las cuales está cubierta por una chaqueta de 
calentamiento controlada por un panel Watlow SD. La presión al interior de la celda 
de extracción es regulada por una válvula Amflow BP-6. La válvula se encuentra 
inmersa en un intercambiador de calor alimentado con agua, lo cual permite 
recuperar el extracto a temperatura ambiente. La tubería, válvulas, racores y celdas 
de extracción del equipo han sido elaborados en acero inoxidable 316 y permiten 
condiciones de operación de hasta 200 bar a 180 ºC. El equipo fue ensamblado en 
el Laboratorio de Fluidos Presurizados de la Universidad Nacional de Colombia. 
b) Determinación del tiempo de extracción. El tiempo se determinó mediante la 
obtención de la curva de extracción. Para ello, se empleó 10 g aprox. de muestra y 
etanol-EtOH (96%) como disolvente, el cual fue filtrado y desgasificado antes de su 
uso. La extracción se llevó a cabo a 100 ºC-40 bar por 7 horas, en modo dinámico 
a un flujo de 9,9 mL/min. Adicionalmente, se realizó una curva de extracción en la 
cual, antes de someter la biomasa a extracción con EtOH presurizado, ésta se 
sometió a un proceso de desengrasado con n-hexano (100 ºC-40 bar) por 30 min. 
En ambos casos, los extractos se recolectaron en diferentes intervalos de tiempo 
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(5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 60, 70, 80, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 300, 360 y 420 
min). El rendimiento acumulado de extracción se graficó en función del tiempo y se 
determinó el punto a partir del cual no hay contribución significativa de masa, el 
cual es considerado como el tiempo óptimo de extracción (6). 
c) Efecto de la temperatura y la presión sobre el rendimiento, el CTF, CTFl, y la 
actividad citotóxica de extractos. Luego del proceso de desengrasado, con base en 
el tiempo de extracción establecido, se desarrolló un diseño experimental para 
conocer el efecto de la temperatura y la presión sobre el rendimiento, el contenido 
total de fenoles y de flavonoides, y sobre la actividad citotóxica de los extractos. El 
diseño experimental factorial (2x3), contempló la evaluación de dos condiciones de 
temperatura (80 y 120 ºC) y tres de presión (40, 80 y 120 bar). En cada extracción 
se recolectaron fracciones a los 30, 60, 90, 120, 150 y 180 min, y en cada una de 
éstas se evaluaron las variables señaladas. En todos los casos, los extractos fueron 
secados en evaporador rotatorio a presión reducida (40 ºC). Para la determinación 
de CTF y CTFl los extractos fueron reconstituidos en metanol a 20 mg/mL y 
refrigerados hasta su uso (-20 ºC). 
 
Figura 3-1. Esquema del equipo de extracción PLE 
 
R, reservorio de disolvente; B, bomba de HPLC; H, chaqueta de calentamiento con controlador de temperatura; CP, celda 
de pre-calentamiento; VA, válvula anti-retorno; VP, válvula de paso; CE, celda de extracción; P, manómetro; E, espiral (up, 
dirección del flujo); BPR, válvula reguladora de presión; CF, colección de fracciones o extractos; IC, intercambiador de calor; 
IA, ingreso de agua; SA, salida de agua. 
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Determinación del contenido total de fenoles (CTF) 
 
La determinación de CTF en los extractos y fracciones se llevó a cabo por el método de 
Folin-Ciocalteu, siguiendo el procedimiento desarrollado por Hosu y cols. (7). Para ello, se 
adicionaron 750 μL del reactivo de Folin-Ciocalteu (10%) a 100 μL de cada una de las 
soluciones de los extractos obtenidos. Luego de 5 min, se adicionaron 750 μL Na2CO3 
(6%), se agitó y se permitió el desarrollo de la reacción en la oscuridad a temperatura 
ambiente por 90 min. Posteriormente, se midieron los valores de absorbancia a 765 nm en 
un espectrofotómetro Thermo Scientific Evolution 600 UV/Vis. La curva de calibración se 
realizó con ácido gálico como patrón, con concentraciones entre 0 y 100 μg/mL. El CTF se 
expresó como mg de ácido gálico / 100 g en base seca (mg AG/100 g muestra). 
 
Determinación del contenido total de flavonoides (CTFl) 
 
El CTFl se determinó mediante el método del cloruro de aluminio (III), siguiendo el 
procedimiento desarrollado por Chang y cols., (8). Para ello, se dispusieron de 500 μL de 
las soluciones de los extractos obtenidos, a los cuales se les adicionó 1500 μL de EtOH 
95%, 100 μL de AlCl3 (10%), 100 μL de acetato de sodio (1 M) y 2800 μL de agua destilada. 
La reacción se incubó por 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se midieron los 
valores de absorbancia a 415 nm en un espectrofotómetro Thermo Scientific Evolution 600 
UV/Vis. La curva de calibración se realizó con quercetina como patrón (entre 0 y 100 
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Evaluación de la actividad biológica 
 
La evaluación de la actividad citotóxica se desarrolló de acuerdo con la metodología de 
Escobar y cols. (9, 10): 
 
a) Líneas celulares 
La actividad citotóxica fue estudiada en líneas celulares de crecimiento adherente 
en monocapa, aisladas de diferentes tumores humanos: A-549 (adenocarcinoma 
de  pulmón), HT-29 (adenocarcinoma colorrectal), MDA-MB-231 (adenocarcinoma 
de mama) y PC-3 (carcinoma de próstata). Todas las líneas se mantuvieron a 37 
ºC en medio RPMI-1640 (Sigma) suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino 
(FBS) (Gibco) y antibióticos (penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 µg/mL, 
Gibco), en frascos de cultivo celular de 75 cm2, con una humedad relativa del 
100%, en atmósfera de CO2 al 5%. 
 
b) Ensayo de actividad citotóxica 
Las células en fase de crecimiento exponencial, fueron tripsinizadas (tripsina 
0,025% y EDTA 0,03% por 5 min a 37 ºC), contadas en cámara de Neubauer, por 
el método de exclusión del azul de Trypan y sembradas a 3500 células x pozo en 
placas de 96 pozos con fondo plano. Las placas se incubaron por 24 h a 37 ºC para 
permitir la adhesión al soporte. Transcurrido este tiempo la monocapa celular fue 
expuesta durante 72 h a los tratamientos. Posteriormente, se cuantificó el efecto 
citotóxico mediante el ensayo de reducción de la resazurina. 
 
c) Ensayo de reducción de resazurina 
Para realizar este ensayo, el medio y los tratamientos fueron remplazados por 100 
µL de medio con resazurina a una concentración final de 44 µM. Las placas se 
incubaron por 4 h a 37 ºC. Posteriormente, la fluorescencia emitida por las células 
viables y/o metabólicamente activas se cuantificó usando un espectrofluorímetro 
(TECAN GENios) a una longitud de onda de excitación de 535 y una de emisión de 
595 nm. Las unidades de fluorescencia emitidas por las células tratadas se 
transformaron a porcentajes de supervivencia normalizando con las unidades de 
fluorescencia emitidas por las células control (células sin tratamiento). En cada 
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caso se observó la respuesta celular en función de la concentración de los 
tratamientos evaluados. 
 
d) Preparación de tratamientos 
Los tratamientos fueron preparados a partir de cada uno de los extractos y/o 
fracciones. Para ello, los extractos fueron reconstituidos en dimetilsulfóxido 
(DMSO) y se prepararon disoluciones seriadas de 125; 12,5 y 1,25 µg/mL, en 
medio de cultivo. La concentración final del DMSO en cada tratamiento fue de 0,2%. 
El control positivo del ensayo fue realizado con Taxol® (paclitaxel), para lo cual se 
prepararon disoluciones seriadas entre 0,5 y 50.000 nM. Finalmente, se evalúo la 
inocuidad del DMSO en el medio en tres concentraciones seriadas (1:10). 
 
 
Análisis de Cromatografía líquida de alta eficiencia acoplada a espectrometría de 
masas (CLAE-EM) 
 
El extracto crudo de mayor potencial citotóxico fue estudiado empleando CLAE-EM. Para 
ello se empleó un cromatógrafo Agilent® 1260 Infinity acoplado a un espectrómetro de 
masas de alta resolución Agilent® 6520. El sistema CLAE consistía de dos bombas 
binarias (G1312B), un desgasificador (G1379B) y un inyector automático con sistema de 
refrigeración (G13167E). Para la separación de los compuestos se empleó una columna 
Phenomenex Luna Phenil-hexil (15 x 4,6 mm i.d. 5 μm) y un gradiente de elución usando 
ácido acético 0,3% (A) y metanol (B), a un flujo lineal de 0,5 mL/min, de acuerdo con el 
siguiente programa:  0-10 min, 5% B; 10-17 min, 5-20% B; 17-25 min, 20-40% B; 25-38 
min, 40-50% B; 38-41 min, 50-90% B y 41-45 min, 90-100% B.  
La ionización se realizó mediante electrospray en modo negativo, ESI(-), el voltaje del 
capilar fue de 3,5 kV. Como gas nebulizador se usó nitrógeno a 5 L/min, 25 psi y 300 ºC. 
La separación de iones se realizó con un analizador cuadrupolo-tiempo de vuelo (Q-TOF) 
en un rango de 50-1500 m/z. La adquisición de datos se realizó mediante Mass Hunter 
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Análisis estadístico 
Las extracciones fueron realizadas por triplicado y su rendimiento se expresa como el 
porcentaje en masa ± la desviación estándar de la media (%w/w ± SD). Los CTF y CTFl 
se realizaron por triplicado. La actividad citotóxica de los tratamientos y los controles 
fueron evaluados mediante nueve réplicas. La supervivencia celular se expresa como 
porcentajes con la respectiva desviación estándar. El efecto entre variables se estudió 




3.3 Resultados y discusión 
Determinación del tiempo de extracción 
En la figura 3-2 se observa la curva de extracción correspondiente al proceso al que se 
sometió ASMA,  empleando EtOH a 40 bar y 100 ºC. En ésta, es posible apreciar que la 
fase de solubilidad controlada corresponde al segmento con mayor pendiente de la gráfica 
y transcurre durante la primer hora de extracción; en esta fase, los compuestos ubicados 
en la superficie de la muestra y/o ligados débilmente a ésta, son transferidos con rapidez 
hacia el disolvente. La fase de transición ocurre entre 60 y 120 min. Desde este momento, 
la curva se hace asintótica y corresponde a la fase de difusión controlada, en la que los 
compuestos ubicados en la estructura porosa de la muestra y/o enlazados con mayor 
fuerza a ésta, se difunden por convección forzada hacia el extracto (2). De 120 a 210 min 
la ganancia de material es de solo 0,4%. A partir de los 210 min no hay recuperación de 
material, por lo que se considera que la matriz está agotada bajo las condiciones de 
extracción empleadas. Sin embargo, al observar la curva de extracción es posible 
establecer que entre 180 y 210 min, hay una ganancia de masa de sólo 0,1%, por lo que 
resulta más económico, en términos de tiempo y de consumo de disolvente, tomar como 
tiempo óptimo 180 min; este tiempo cobija las fases de solubilidad controlada, transición y 
difusión controlada, tal como es recomendado (6). 
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Figura 3-2. Curva para la determinación del tiempo de extracción.  
 
El rendimiento de extracción fue de 21,6%. Sin embargo, en cada una de las fracciones 
recolectadas se observó la formación de dos fases: una polar y otra apolar (soluble en éter 
de petróleo). Las fases fueron separadas por centrifugación a -4 ºC. La fase apolar tuvo un 
rendimiento de 3,4%, mientras que la polar presentó un rendimiento de 18,2%. La 
presencia de la fase apolar puede deberse a la disminución de la polaridad del etanol 
ocasionada por presiones intermedias y temperaturas elevadas (11). En estas condiciones 
es posible extraer compuestos de baja polaridad como triglicéridos y ácidos grasos 
presentes en las semillas de algunas variedades de M. indica (12). 
Realizando un desengrasado previo con n-hexano a las mismas condiciones (100 ºC-40 
bar) por 30 min no hubo presencia de grasa en el extracto alcohólico. El rendimiento del 
proceso de desengrasado fue de 3,5% y el de la extracción alcohólica fue de 16,8%. En 
esta extracción la fase de solubilidad controlada presentó una pendiente menor; sin 
embargo, los aportes de masa en las fases de transición y difusión son similares en ambos 
casos, por lo que se mantiene 180 min como tiempo óptimo de extracción, ver figura 3-3. 
Dado que el proceso de desengrasado, evita etapas posteriores de separación y no afecta 
significativamente el rendimiento de la extracción alcohólica, las extracciones del diseño 
experimental y sus réplicas, se desarrollaron siguiendo este procedimiento, con un tiempo 
total de extracción de 210 min. 
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Figura 3-3. Curva de extracción con desengrasado previo usando n-Hexano a 100 ºC-40 bar por 30 min. 
 
 
Efecto de la temperatura y la presión sobre el rendimiento, el CTF, el CTFl 
En la tabla 3-1 se presentan los valores de rendimiento, CTF y CTFl obtenidos a las 
diferentes condiciones de extracción. La extracción a 120 ºC-40 bar presentó los mayores 
valores (rendimiento: 18,3%; CTF: 1.310,67 mg AG/100 g; CTFl: 77,48 mg quer/100 g).  








80 ºC-40 bar 13,7 ± 1,8 974,51 ± 0,24 58,64 ± 0,41 
80 ºC-80 bar  13,3 ± 1,0 971,47 ± 0,25 59,67 ± 0,11 
80 ºC-120 bar  12,4 ± 0,4 889,85 ± 0,10 37,36 ± 0,22 
120 ºC-40 bar  18,3 ± 1,7 1.310,67 ± 0,28 77,48 ± 0,15 
120 ºC-80 bar 15,5 ± 1,2 1.029,52 ± 0,36 66,66 ± 0,25 
120 ºC-120 bar 15,8 ± 1,3 907,39 ± 0,20 64,79 ± 0,03 
a Porcentaje de rendimiento 
b Contenido total de fenoles expresado como mg AG (ácido gálico)/100 g en base seca  
c Contenido total de flavonoides expresado como mg quer (quercetina)/100 g en base seca 
 
Para establecer el efecto de la temperatura y la presión sobre cada una de las variables 
respuesta, se llevaron a cabo análisis de varianza independientes (con ajuste a modelo 
lineal y el test de ANOVA, Anexo C) y se graficaron los efectos respectivos (Figura 3-4).  
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Figura 3-4. Efecto de la temperatura y la presión sobre el rendimiento (a) CTF (b) y CTFl (c). 
 
En cuanto al rendimiento de extracción, en todas las condiciones evaluadas, salvo para el 
caso de mayor respuesta (120 ºC-40 bar), es afectado por la temperatura, ya que los 
valores de las medias de rendimiento son cercanas entre sí, a pesar de los cambios de 
presión. Esto puede ser explicado por las funciones que desempeñan la temperatura y la 
presión en este tipo de extracciones; la temperatura proporciona la energía necesaria para 
la activación de los procesos de solubilización y difusión durante la extracción, lo que a su 
vez incide sobre una transferencia de masa eficiente; en contraste, la presión mantiene al 
disolvente en fase líquida y contribuye con la penetración de éste en la matriz, pero no 
afecta significativamente los procesos de transferencia (1).  En los casos de CTF y CTFl, 
el factor de mayor importancia corresponde a la temperatura, aunque la presión ejerce un 
efecto moderado. Esto se observa en las respuestas de mayor diferenciación, las cuales 
se dan por cambios en los niveles de temperatura y no de presión. 
La determinación de CTF y CTFl se realizó en las fracciones recolectadas en diferentes 
momentos de la extracción (30, 60, 90, 120, 160 y 180 min), con el fin de establecer el 
tiempo en que el extracto presenta un mayor enriquecimiento de este tipo de sustancias, 
a las diferentes condiciones estudiadas (Figura 3-5). Este seguimiento permitió determinar 
que antes de 150 min se extrae cerca del 95% de CTF y CTFl, con ello se podría disminuir 
el tiempo de extracción en 30 min, logrando un menor consumo de disolvente. 
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Este seguimiento también permitió observar el comportamiento de las extracciones. Para 
el caso de CTF, todos los ensayos, excepto 120 ºC-40 bar, presentan un comportamiento 
muy similar, mientras que para CTFl, en los ensayos desarrollados a 80 ºC, no es claro el 
cambio en la pendiente de las curvas y por tanto no es posible establecer la fase de 
transición de las extracciones. 
Efecto de la temperatura y la presión sobre la actividad citotóxica 
Finalmente, se evaluó el efecto de la temperatura y la presión sobre la actividad citotóxica 
de los diferentes extractos obtenidos. Dado que, en las extracciones se recolectaron 
fracciones en función del tiempo, se decidió evaluar si éstas presentaban comportamientos 
diferentes con relación al extracto total, sobre la actividad citotóxica. Para ello, se reunieron 
las fracciones en tres grupos:  
• Grupo 1: fracciones recogidas en 30, 60 y 90 min. 
• Grupo 2: fracciones recogidas en 120, 150 y 180 min. 
• Grupo 3: todas las fracciones, lo que equivale al extracto total. 
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Las líneas celulares fueron sensibles al Taxol® (Figura 3-6), agente antineoplásico 
empleado en clínica y usado en este ensayo para verificar la sensibilidad de las células. 
Asimismo, se observó la inocuidad del DMSO empleado como vehículo para la preparación 
de los extractos, lo que evidencia que la concentración usada (0,2%) no interfiere con los 
resultados del análisis (Anexo A-3). 
 
Figura 3-6. Evaluación de la sensibilidad de las líneas tumorales estudiadas frente a Taxol® 
 
El único grupo que presentó actividad corresponde al 3 (equivalente al extracto total), en 
las condiciones 120 ºC-40 bar. El extracto fue activo frente a las líneas A-549, HT-29 y PC-
3, y la respuesta fue dependiente de la concentración (Figura 3-7). La actividad exclusiva 
de este extracto, puede estar relacionada con el enriquecimiento de metabolitos bioactivos, 
entre los que podrían incluirse compuestos polifenólicos (CTF: 1310,67 ± 0,28 mg AG/100 
g, CTFl: 77,48 ± 0,15 mg quer/100 g). Cabe recordar que, los extractos obtenidos en las 
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otras condiciones de temperatura y presión, presentaron CTF y CTFl muy similares entre 
sí, contenidos que podrían incidir sobre la actividad. 
 
Figura 3-7. Efecto citotóxico del extracto total obtenido a 120 ºC-40 bar a partir de ASMA 
 
También resulta interesante, observar de manera comparativa los resultados de la 
extracción Soxhlet (Metanol, 40 ºC-presión reducida; Capítulo 2) y los obtenidos mediante 
PLE (120 ºC-40 bar) a partir de ASMA (Tabla 3-2). 
Tabla 3-2. Comparación del rendimiento, CTF, CTFl y de la actividad biológica de los extractos de 
ASMA obtenidos mediante Soxhlet y PLE (120 ºC-40 bar) 
 Soxhlet PLE 
R (Porcentaje de rendimiento) 3,0 ± 0,2 18,3 ± 1,7 
CTF (Contenido total de fenoles)
a
 48,60 ± 0,09 1.310,67 ± 0,28 
CTFl (Contenido total de flavonoides)
b
 6,09 ± 0,01 77,48 ± 0,15 
Línea celular Concentración del extracto (μg/mL) Porcentaje de supervivencia celular 
A-549 
1,25 ≥ 100 74,0 ± 0,1 
12,5 ≥ 100 60,1 ± 0,2 
125,0 34,7 ± 5,3 49,0 ± 0,2 
HT-29 
1,25 ≥ 100 14,9 ± 1,0 
12,5 ≥ 100 11,9 ± 0,2 
125,0 19,7 ± 0,6 11,3 ± 0,2 
MDA-MB-231 
1,25 ≥ 100 ≥ 100 
12,5 ≥ 100 ≥ 100 
125,0 18,6 ± 0,5 ≥ 100 
PC-3 
1,25 ≥ 100 ≥ 100 
12,5 ≥ 100 66,0 ± 3,4 
125,0 10,3 ± 1,7 41,0 ± 2,7 
a mg AG (ácido gálico)/100 g en base seca 
b mg quer (quercetina)/100 g en base seca 
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El extracto PLE obtenido con EtOH a 120 ºC-40 bar presentó valores de rendimiento, CTF 
y CTFl significativamente superiores a los obtenidos por Soxhlet. En el caso del 
rendimiento, el sistema PLE permitió obtener 6 veces más extracto que el obtenido por 
Soxhlet, con una disminución de 5 h en el proceso de extracción, y libre de grasa. Esto 
puede obedecer al efecto de la temperatura sobre la solubilidad y la difusión de los analitos, 
así como sobre la viscosidad y tensión superficial del disolvente, permitiendo una mayor 
penetración en la estructura de la matriz y la ruptura de las interacciones entre los 
compuestos, lo que se traduce en un incremento en la transferencia de masa (13). Los 
valores de CTF y CTFl aumentaron aproximadamente 27 y 13 veces, respectivamente, con 
la metodología PLE, fenómeno que también está asociado a la temperatura y que 
evidencia la estabilidad térmica de este tipo de compuestos presentes en ASMA. En otros 
estudios, también se ha explorado la posibilidad de obtener compuestos de naturaleza 
polifenólica a partir de residuos frutícolas, mediante PLE a temperaturas elevadas, con 
resultados favorables: sub-productos de manzana (agua, 120 ºC-103 bar), epicarpio de 
naranja unshiu (agua, 160 ºC-100 bar), orujo de uva (100 a 200 ºC-103 bar), epicarpio de 
papa (etanol:agua -80:20, 80 ºC-100 bar), entre otros (3). En otros estudios, se ha 
establecido el contenido de compuestos polifenólicos en epicarpio de mango mediante 
PLE: García y cols. establecieron CTF (1.135,66 mg AG/100 g) y CTFl (197,27 mg 
catequina/100 g) en extractos obtenidos  empleando etanol presurizado (40 ºC-300 bar) 
(14); mientras que Tunchaiyaphum y cols. determinaron CTF (30,62 mg AG/g muestra) en 
extractos obtenidos con agua (180 ºC-40 bar) (15). Hasta donde se tiene conocimiento, no 
existen trabajos sobre obtención de extractos de ASMA por PLE.  
La actividad citotóxica del extracto obtenido a 120 ºC-40 bar (PLE), presenta cambios 
considerables respecto al extracto Soxhlet. Inicialmente, cabe destacar los bajos 
porcentajes de supervivencia celular de la línea HT-29 en las tres concentraciones 
evaluadas del extracto obtenido a alta presión, lo que contrasta con el extracto Soxhlet, el 
cual redujo la supervivencia celular únicamente a la concentración más elevada. En los 
casos de las líneas A-549 y PC-3, la respuesta dependió de la concentración del extracto 
obtenido por PLE, sin embargo la respuesta fue mayor cuando estas líneas fueron tratadas 
a la máxima concentración del extracto Soxhlet. Asimismo, es importante señalar que el 
extracto obtenido por PLE no fue activo frente a la línea MDA-MB-231.  
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Como se ha indicado, las diferencias en la actividad citotóxica entre los extractos Soxhlet 
y PLE pueden estar relacionadas con el incremento en la concentración de compuestos 
de naturaleza fenólica en este último. En este sentido,  se ha establecido que extractos 
enriquecidos en compuestos de diferentes familias de polifenoles, presentan actividad 
antiproliferativa de manera preferente sobre determinadas líneas tumorales. Por ejemplo, 
el extracto alcohólico de la frambuesa, rico en elagitaninos, inhibe el crecimiento tumoral 
sobre cáncer cervical (HeLa). Por otra parte, la actividad antiproliferativa del extracto de 
arándano rojo sobre cáncer de colon (CaCo-2) se relacionó con el alto contenido de 
procianidinas. En otros casos, la actividad antiproliferativa de extractos de frutos cítricos 
sobre cáncer de colon (HT-29) se ha relacionado con un alto contenido de flavonoides. La 
capacidad antiproliferativa de los compuestos polifenólicos se ha atribuido a su posibilidad 
de intervenir en diferentes etapas del desarrollo del cáncer. Por ejemplo, se ha explicado 
la capacidad antimutagénica de los polifenoles en términos de su actividad antioxidante, lo 
que se relaciona con procesos de captura de radicales libres asociados al daño en el 
material genético. Asimismo, los polifenoles pueden alterar las etapas de iniciación y 
progresión tumoral, mediante la regulación de los procesos relacionados con la inflamación 
y de las metaloproteinasas de matriz, lo que induce apoptosis e inhibe la angiogénesis, 
con el control resultante de la proliferación tumoral (16).  
Por último, con el fin de establecer la identidad tentativa de los compuestos presentes en 
el extracto obtenido por PLE, y su posible contribución a la actividad citotóxica, se llevó a 
cabo un análisis por CLAE-EM. 
Análisis por Cromatografía líquida de alta eficiencia acoplada a espectrometría de 
masas (CLAE-EM) del extracto obtenido a 120 ºC-40 bar 
 
El extracto total obtenido con EtOH (120 ºC-40 bar) a partir de ASMA fue sometido a 
análisis por CLAE-Q/TOF. El cromatograma obtenido presenta señales en su mayoría 
resueltas y separadas (Figura 3-8), algunas de las cuales pudieron ser identificadas de 
manera tentativa, de acuerdo con los espectros de masas, los valores de m/z y las formulas 
sugeridas por el análisis realizado con el software del equipo MassHunter y la revisión 
bibliográfica. En la tabla 3-3 se relacionan las señales del cromatograma y los tiempos de 
retención respectivos. 
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Figura 3-8. Cromatograma del extracto ASMA obtenido por PLE  a 120 ºC-40 bar 
 
Tabla 3-3. Señales cromatográficas y tiempos de retención para el extracto ASMA obtenido por PLE a 
120 ºC-40 bar 
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La señal 1 (tR = 3,825 min) presentó un ion pseudo-molecular [M-H]- con m/z 341,1047 
(Figura 3-9) y formula sugerida C15H18O9 (342,1118 Da, 99,85% de coincidencia y -0,76 
ppm de error). El compuesto puede ser identificado como cafeoil glucósido, el cual ha sido 
encontrado en el fruto de M. indica var. Piqueño, en dicho trabajo se observó el fragmento 
cafeoil (m/z 179,0532) y el aducto  [2M-H]- (m/z 683,2173) (17). 
 
Figura 3-9. Espectro de masas señal 1 (tR = 3,825 min) 
 
La señal 2 (tR = 5,073 min) presentó un ion pseudo-molecular [M-H]- con m/z 191,0538 
(Figura 3-10) y formula sugerida C7H12O6 (192,0610 Da, 96,60% de coincidencia y -5,25 
ppm de error). El compuesto puede ser identificado como ácido quínico, el cual ha sido 
encontrado en el fruto de M. indica var. Piqueño, en dicho trabajo se observó el aducto  
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Figura 3-10. Espectro de masas señal 2 (tR = 5,073 min) 
 
 
La señal 5 (tR = 10,280 min) presentó un ion pseudo-molecular [M-H]- con m/z 169,0119 
(Figura 3-11) y formula sugerida C7H6O5 (170,0193 Da, 96,92% de coincidencia y 5,41 ppm 
de error). El compuesto puede ser identificado como ácido gálico, el cual ha sido 
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Figura 3-11. Espectro de masas señal 5 (tR = 10,280 min) 
 
 
La señal 6 (tR = 24,222 min) presentó un ion pseudo-molecular [M-H]- con m/z 183,0300 
(Figura 3-12) y formula sugerida C8H8O5 (184,1563 Da, 94,56% de coincidencia y 6,95 ppm 
de error). El compuesto puede ser identificado como galato de metilo, el cual ha sido 
encontrado en el fruto de M. indica var. Van Dyke, en dicho trabajo se observó el fragmento 
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Figura 3-12. Espectro de masas señal 6 (tR = 24,222 min) 
 
 
La señal 7 (tR = 25,253 min) presentó un ion pseudo-molecular [M-H]- con m/z 787,0919 
(Figura 3-13) y formula sugerida C34H28O22 (788,0992 Da, 92,57% de coincidencia y -4,09 
ppm de error). El compuesto puede ser identificado como tetra-O-galoil-glucósido, el cual 
ha sido encontrado en epicarpio del fruto de M. indica var. Van Dyke, adicionalmente, se 
observaron los fragmentos m/z 617,0711 (correspondiente a la pérdida de un ion galato) y 
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Figura 3-13. Espectro de masas señal 7 (tR = 25,253 min) 
 
 
La señal 8 (tR = 25,736 min) presentó un ion pseudo-molecular [M-H]- con m/z 421,0756 
(Figura 3-13) y formula sugerida C19H18O11 (422,0829 Da, 93,45% de coincidencia y 4,85 
ppm de error). El compuesto puede ser identificado como mangiferina, el cual ha sido 
encontrado en diferentes órganos de M. indica: corteza, hojas y fruto (19). En el espectro 
de masas se observaron los fragmentos [M-C3H6O3]- (m/z 331,0426), [M-CH2O]- (m/z 
301,0310) y el aducto [2M-H]- (m/z 843,1538), los cuales han sido descritos en la literatura 
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Figura 3-14. Espectro de masas señal 8 (tR = 25,736 min) 
 
 
Con el fin de confirmar la presencia de mangiferina en el extracto, se decidió llevar a cabo 
el estudio sobre un patrón comercial (Mangiferina Sigma Aldrich®), bajo las mismas 
condiciones analíticas. En el cromatograma obtenido (Figura 3-15), se observó una única 
señal con tR 26,048 min. Sin bien, este tiempo no coincidió con el correspondiente a la 
señal 8, existen similitudes significativas entre los espectros de masas (Figura 3-16). El 
patrón exhibió el ion pseudo-molecular [M-H]- con m/z 421,0789 y formula sugerida 
C19H18O11 (422,0861 Da, 97,4% de coincidencia; -2,9 ppm de error). Asimismo, se observó 
el fragmento [M-CH2O]- (m/z 301,0329) y el aducto [2M-H]- (m/z 843,1579), esta 
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Figura 3-15. Cromatograma patrón de mangiferina (Sigma Aldrich®) 
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La señal 10 (tR = 27,515 min) presentó un ion pseudo-molecular [M-H]- con m/z 435,0878 
(Figura 3-17) y formula sugerida C20H20O11 (436,0951 Da, 99,70% de coincidencia y -0,96 
ppm de error). El compuesto podría identificarse como homomangiferina, el cual ha sido 
encontrado en corteza, hojas y fruto de M. Indica var. Van Dyke (16).  
 
Figura 3-17. Espectro de masas señal 10 (tR = 27,515 min) 
 
 
La señal 11 (tR = 28,146 min) presentó un ion pseudo-molecular [M-H]- con m/z 301,0184 
(Figura 3-18) y formula sugerida C14H6O8 (302,0257 Da, 91,70% de coincidencia y 6,49 
ppm de error). El compuesto podría identificarse como ácido elágico, el cual ha sido 
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Figura 3-18. Espectro de masas señal 11 (tR = 28,146 min) 
 
 
Finalmente la señal 12 (tR = 29,394 min) presentó un ion pseudo-molecular [M-H]- con m/z 
335,0367 (Figura 3-19) y formula sugerida C15H12O9 (336,0440 Da, 93,83% de coincidencia 
y -5,23 ppm de error). El compuesto podría identificarse como 3-O-galoilgalato de metilo, 
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Figura 3-19. Espectro de masas señal 12 (tR = 29,394 min) 
 
 
Los espectros de las señales no identificadas se han ubicado en el Anexo B-2. 
Hay que señalar que los compuestos correspondientes a las señales 1, 2, 5 y 12 fueron 
detectados en el extracto respectivo obtenido por Soxhlet.    
La actividad citotóxica del extracto puede estar relacionada con los compuestos 
identificados de manera preliminar, particularmente con las xantonas mangiferina y 
homomangiferina.  
La mangiferina ha sido aislada de hojas, fruto, corteza y raíces de M. indica (21); también 
ha sido identificada en Mangifera sylvatica, Phaleria macrocarpa, Anemarrhena 
asphodeloides y otras plantas superiores (22, 23). Existen diversas metodologías para la 
obtención de extractos ricos en mangiferina. Por ejemplo, el Vimang®, producto cubano 
empleado como fitoterapéutico para el tratamiento de enfermedades crónicas (diabetes y 
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acuosa (24). Tunchaiyaphum y cols. extrajeron mangiferina y otros polifenoles a partir del 
epicarpio del mango, empleando agua subcrítica (160-220 ºC y 40 bar) (15). Kim y cols. 
también emplearon agua subcrítica (50-150 ºC y 7-40 bar) para extraerla a partir del 
epicarpio del fruto de P. macrocarpa (23). Por su parte, Meneses y cols. extrajeron 
mangiferina y otros flavonoides, como material particulado, a partir de extractos alcohólicos 
de frutos de mango, empleando extracción con antisolvente supercrítico (scCO2, 40 ºC-
100 bar) (25).  
La mangiferina ha sido objeto de estudio por el amplio abanico de actividades biológicas 
que exhibe: inmunomodulador, antialérgico, antipirético, anti-inflamatorio, antidiabético, 
antiviral, antibacterial, antifúngico, antitumoral, entre otros (21). En cuanto a la actividad 
antitumoral, se han establecido propiedades quimioprotectoras y antiproliferativas de la 
mangiferina, en estudios in vitro e in vivo. Luo y cols. expusieron células endoteliales 
aisladas de vena umbilical humana a estrés oxidativo inducido (H2O2). Las células tratadas 
con mangiferina presentaron tasas de supervivencia mayores a las que fueron expuestas 
sin protección, lo que evidencia el potencial quimioprotector de este compuesto frente a 
enfermedades en las que el estrés oxidativo desempeña un papel fundamental en su 
desarrollo, tal como el cáncer (26). Rajendran y cols. estudiaron su efecto protector sobre 
la carcinogénesis de pulmón, en ratones Swiss tratados con Benzo[a]pireno (sustancia 
toxica); los animales a los que se les administró mangiferina presentaron niveles normales 
en los bioindicadores de carcinoma de pulmón (glicoproteínas, ATPasas y lípidos de 
membrana), a pesar de la exposición al tóxico, lo que sugiere un efecto quimiopreventivo 
de la mangiferina (27). Por otra parte, se ha estudiado el efecto antiproliferativo de la 
mangiferina sobre leucemia mieloide crónica (líneas K-562 y K-563), hallándose un efecto 
inhibitorio mediado por la regulación de la expresión del genes bcr/abl (21). Peng y cols. 
determinaron el potencial de la mangiferina para detener el ciclo celular en la fase G2/M de 
células de leucemia promielocítica (HL-60), estimulando la respuesta al daño sobre el DNA 
(28). Li y cols. establecieron la capacidad de la mangiferina para inducir apoptosis en 
células de carcinoma de próstata (PC-3) a través de la regulación de Bcl-2 y miR-182 (29). 
Noratto y cols. establecieron la actividad antiproliferativa de extractos ricos en polifenoles 
(incluida la mangiferina) de pulpa de diferentes variedades de mango; la actividad se 
evaluó frente a líneas celulares de mama (MDA-MB-231), leucemia (Molt-4), pulmón (A-
549), próstata (LnCap) y colon (SW-480), siendo esta última la más sensible; en este caso, 
la actividad del extracto fue asociada a un incremento sobre la expresión de RNAm de los 
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biomarcadores pro-apoptóticos y reguladores del ciclo celular, así como a una disminución 
en la generación de especies reactivas de oxígeno (30).  
Por otra parte, se ha estudiado el potencial anticáncer de los ácidos gálico y elágico, el 
galato de metilo y sus derivados. El ácido gálico es capaz de inducir cambios morfológicos, 
reducir la proliferación celular, fragmentar la cromatina y estimular la generación de 
cuerpos apoptóticos en células tumorales de mama (MDA-MB-231) y colon (HCT-15) (31). 
Losso y cols. demostraron el efecto antiproliferativo selectivo del ácido elágico frente a 
células tumorales de mama (MCF-7 y Hs-578T), colon (Caco-2) y próstata (DU-145), sin 
afectar células sanas (fibroblastos de pulmón humano, HEL-299). La inducción a la 
apoptosis promovida por el ácido elágico se asoció con la disminución de la producción de 
ATP, que es crucial para la viabilidad de las células cancerosas (32). Finalmente, se ha 
establecido que los ésteres del ácido gálico, así como sus glucósidos, poseen actividad 
quimioprotectora, la cual está mediada por su capacidad para capturar radicales libres, los 
cuales han sido asociados al daño del material genético y a los procesos inflamatorios 
relacionados con el progreso del cáncer (33). 
 
En este sentido, las diferencias en la actividad citotóxica del extracto obtenido a 120 ºC-40 
bar a partir de ASMA, respecto al extracto Soxhlet, pueden deberse a la presencia de los 
compuestos: mangiferina, homomangiferina, ácido elágico, galato de metilo y tetra-O-
galoil-glucósido, los cuales no fueron identificados en el extracto Soxhlet. Por el contrario, 
los dos extractos comparten la presencia de ácido gálico, 3-O-galoilgalato de metilo, 




En esta parte del estudio se evaluó el potencial citotóxico de extractos obtenidos a partir 
de ASMA mediante la técnica de extracción con líquidos presurizados (PLE), empleando 
etanol como disolvente. Para ello, se determinó el tiempo de extracción y se estableció un 
proceso de desengrasado previo a cada extracción. Posteriormente se estudió el efecto de 
la temperatura y la presión sobre el rendimiento, CTF, CTFl y la actividad citotóxica. 
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Finalmente, dada su actividad biológica, el extracto obtenido a 120 ºC-40 bar fue 
caracterizado por CLAE-EM, de tal forma:  
• La curva de extracción de ASMA con EtOH a 100 ºC-40 bar permitió establecer 180 
min como tiempo de agotamiento de matriz, en el desarrollo de esta curva se 
observó la formación de dos fases inmiscibles, las que fueron separadas por 
centrifugación a -4 ºC, obteniendo rendimientos de 3,4% (fase apolar) y 18,2% (fase 
polar). Con el propósito de obtener extractos polares libres de grasa, la ASMA se 
sometió a extracción con hexano (100 ºC-40 bar, 30 min); luego se determinó que 
al someter ASMA desengrasada a extracción con EtOH a 100 ºC-40 bar la matriz 
se agotaba a 180 min. Como resultado se obtuvo un rendimiento de extracción del 
16,8%. 
• Para establecer el efecto de las condiciones de extracción, temperatura y presión, 
sobre el rendimiento, CTF y el CTFl, se desarrolló un diseño factorial con dos 
niveles de temperatura (40 y 120 ºC) y tres de presión (40, 80 y 120 ºC). Cada 
extracción fue precedida por un proceso de desengrasado y se recolectaron 
fracciones cada 30 min por 180 min. Los mayores valores de respuesta se 
obtuvieron a 120 ºC-40 bar: 18,3% de rendimiento, 1.310,67 mg AG/100 g CTF y 
77,48 mg quer/100 g CTFl. La variable de extracción de mayor incidencia sobre los 
factores de respuesta fue la temperatura. 
• El extracto obtenido a 120 ºC-40 bar presentó actividad frente a A-549 (49,0% 
supervivencia celular a 125 μg/mL), HT-29 (14,9% supervivencia celular a 1,25 
μg/mL) y PC-3 (41% supervivencia celular a 125 μg/mL). 
• El análisis del extracto obtenido a 120 ºC-40 bar por CLAE-EM permitió la 
identificación tentativa de: cafeoil glucósido, ácido quínico, ácido gálico, galato de 
metilo, tetra-O-galoil-glucósido, mangiferina, homomangiferina, ácido elágico y 3-
O-galoilgalato de metilo. 
• Comparativamente con la extracción Soxhlet, el proceso PLE permitió: (i) obtener 
valores de rendimiento, CTF y CTFl significativamente superiores, (ii) un extracto 
más activo frente a HT-29; (iii) en los casos de las líneas A-549 y PC-3, la respuesta 
fue dependiente de la concentración del extracto obtenido, pero la sensibilidad de 
estas líneas fue mayor cuando fueron tratadas con el extracto Soxhlet a la máxima 
concentración evaluada. Las diferencias en la actividad citotóxica de los extractos 
Soxhlet y PLE, pueden estar relacionadas con la naturaleza de los compuestos 
3. Obtención de extractos con potencial citotóxico a partir de la semilla del 
mango de azúcar (Mangifera indica) mediante PLE 
97 
 
presentes y su concentración. En ambos extractos fueron identificados de manera 
preliminar los compuestos cafeoil glucósido, ácido quínico, ácido gálico y galato de 
metilgalatilo. Sin embargo, en el extracto PLE la presencia de compuestos como 
mangiferina, homomangiferina, galato de metilo y ácido elágico, puede estar 
relacionada con el incremento en la actividad frente a HT-29 y en general con la 
respuesta sobre A-549 y PC-3. Finalmente, es posible afirmar que PLE permite 
obtener extractos libres de grasa, con mayor rendimiento y selectividad, en tiempos 
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• La actividad citotóxica de los extractos obtenidos a partir de semillas de curuba 
(SC) y de cáliz de uchuva (CU), frente a MDA-MB-231 y HT-29, respectivamente, 
puede ser estudiada con mayor profundidad, dada la posible selectividad de estos 
extractos. En este sentido, es recomendable evaluar diferentes metodologías de 
extracción, así como los posibles mecanismos de acción asociados a la actividad 
antiproliferativa. 
• De acuerdo con la literatura, el contenido de compuestos bioactivos en epicarpio y 
semillas de guanábana, papaya,  maracuyá, mora y naranja, hace de estas 
biomasas fuentes promisorias de agentes antiproliferativos, por lo que es 
recomendable explorar diferentes metodologías de extracción que permita el 
estudio de tal potencial. 
• Es recomendable realizar estudios sobre la concentración inhibitoria media (CI50) 
de los extractos obtenidos mediante Soxhlet y PLE, a fin de establecer otro punto 
de comparación, entre ellos y con respecto a agentes antineoplásicos usados en 
clínica. Así mismo, es necesario determinar la inocuidad del extracto PLE. 
• Es posible adelantar estudios de citotoxicidad bioguíados sobre los extractos 
activos, que permitan establecer fenómenos de sinergismo, aditividad y/o 
antagonismo, entre los compuestos que los integran. 
• A fin de establecer la naturaleza química de los compuestos presentes en los 
extractos Soxhlet y PLE, es posible llevar a cabo estudios de aislamiento y 
elucidación estructural. 
• Asimismo, es importante adelantar estudios que permitan esclarecer los 
mecanismos de acción de los extractos sobre las líneas celulares a nivel celular y 
molecular. 
• Finalmente,  es  posible evaluar el potencial funcional de la  almendra de la semilla 










En este apartado se presenta información complementaria que ha sido referida en el 
desarrollo del documento. 
 
Anexo A. Evaluación de la actividad citotóxica de extractos Soxhlet y PLE, inocuidad 
de DMSO y pruebas de control positivo frente a Taxol®. 
 
Anexo B. Espectros de masas de las señales no identificadas en los análisis CLAE-
EM de los extractos ASMA-Soxhlet y ASM-PLE. 
 
Anexo C. Análisis de varianza  y test de ANOVA para la determinación del efecto de 
la temperatura y la presión sobre el rendimiento, CTF y CTFl en las extracciones PLE. 
 







Anexo A. Evaluación de la actividad citotóxica de extractos Soxhlet y PLE, inocuidad 
de DMSO y pruebas de control positivo frente a Taxol®. 
Anexo A-1. Evaluación de la actividad citotóxica de extractos Soxhlet e inocuidad de 
DMSO sobre A-549, MDA-MB-231, HT-29 y PC-3. 
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Anexo A-2. Evaluación de la actividad citotóxica de Taxol® sobre A-549, MDA-MB-231, 





Anexo A-3. Evaluación de la actividad citotóxica de extractos PLE e inocuidad de DMSO 








Anexo A-4. Evaluación de la actividad citotóxica de Taxol® sobre A-549, MDA-MB-231, 






Anexo B. Espectros de masas de las señales no identificadas en los análisis CLAE-
EM de los extractos ASMA-Soxhlet y ASM-PLE. 
Anexo B-1. Espectros de masas de las señales no identificadas en el análisis 
cromatográfico del extracto ASMA-Soxhlet. Se incluye información sobre fórmulas 
sugeridas (M), porcentaje de coincidencia (Score MFG), masa (Mass), error (Diff ppm) y la 
relación masa-carga (m/z). 
Señal 3 tR= 8,649 min 
 
 
Formula (M) Score (MFG) Mass Diff (ppm) m/z 
C10 H20 O7 99.48 252.120473 1.7 251.113197 
C11 H16 N4 O3 92.16 252.120473 7.01 251.113197 
C13 H18 N O4 81.19 252.120473 12.33 251.113197 
C8 H18 N3 O6 97.7 252.120473 -3.62 251.113197 
C10 H22 N3 O8 99.42 312.141186 -1.59 311.13391 
C12 H24 O9 98.34 312.141186 2.71 311.13391 
C13 H20 N4 O5 90.41 312.141186 6.99 311.13391 
C15 H22 N O6 80.42 312.141186 11.3 311.13391 
C22 H18 N O 89.19 312.141186 -7.52 311.13391 
C11 H14 N3 O9 99.08 332.073650 -1.95 331.066374 
C13 H16 O10 98.93 332.073650 2.1 331.066374 
C14 H12 N4 O6 91.92 332.073650 6.12 331.066374 
C16 H14 N O7 82.17 332.073650 10.17 331.066374 
C23 H10 N O2 88.6 332.073650 -7.52 331.066374 
C8 H16 N2 O12 82.53 332.073650 -10.02 331.066374 
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Señal 5 tR= 17,118 min 
 
Formula (M) Score (MFG) Mass Diff (ppm) m/z 
C14 H26 N2 O17 89.5 494.126079 -5.93 493.118803 
C17 H24 N3 O14 99.91 494.126079 -0.51 493.118803 
C19 H26 O15 98.3 494.126079 2.21 493.118803 
C20 H22 N4 O11 92.38 494.126079 4.91 493.118803 
C27 H18 N4 O6 86.44 494.126079 -6.97 493.118803 
C29 H20 N O7 94.11 494.126079 -4.25 493.118803 
C30 H16 N5 O3 99.15 494.126079 -1.55 493.118803 
C32 H18 N2 O4 99.51 494.126079 1.17 493.118803 
C35 H16 N3 O 87.56 494.126079 6.59 493.118803 
C18 H28 N2 O19 98.21 576.1274 2.13 575.120124 
C28 H22 N3 O11 95.6 576.1274 -3.41 575.120124 
C30 H24 O12 99.53 576.1274 -1.08 575.120124 
C31 H20 N4 O8 99.39 576.1274 1.24 575.120124 
C33 H22 N O9 95.22 576.1274 3.57 575.120124 
C34 H18 N5 O5 88.53 576.1274 5.89 575.120124 
C40 H18 N O4 86.22 576.1274 -6.63 575.120124 
C43 H16 N2 O 98.46 576.1274 -1.97 575.120124 
C20 H28 N5 O20 93.05 658.130014 4.18 657.122738 
C27 H24 N5 O15 91.31 658.130014 -4.75 657.122738 
C29 H26 N2 O16 96.88 658.130014 -2.71 657.122738 
C32 H24 N3 O13 99.18 658.130014 1.37 657.122738 
C34 H26 O14 95.2 658.130014 3.41 657.122738 
C35 H22 N4 O10 89.1 658.130014 5.44 657.122738 
C41 H22 O9 88.83 658.130014 -5.52 657.122738 
C42 H18 N4 O5 94.99 658.130014 -3.49 657.122738 
C44 H20 N O6 99.08 658.130014 -1.45 657.122738 
C45 H16 N5 O2 99.85 658.130014 0.59 657.122738 
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Señal 6 tR= 24,720 min 
 
 
Formula (M) Score (MFG) Mass Diff (ppm) m/z 
C11 H12 N5 O11 84.5 390.05664 -8.48 389.049364 
C13 H14 N2 O12 93.39 390.05664 -5.04 389.049364 
C16 H12 N3 O9 99.04 390.05664 1.83 389.049364 
C18 H14 O10 92.85 390.05664 5.27 389.049364 
C19 H10 N4 O6 83.93 390.05664 8.7 389.049364 
C25 H10 O5 81.17 390.05664 -9.79 389.049364 
C26 H6 N4 O 90.13 390.05664 -6.36 389.049364 
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Señal 7 tR= 25,568 min 
 
Formula (M) Score (MFG) Mass Diff (ppm) m/z 
C7 H4 N3 O6 99.36 226.009553 2.02 225.002277 
C9 H6 O7 91.27 226.009553 7.96 225.002277 
C10 H20 N3 O7 93 294.131896 -6.02 293.12462 
C12 H22 O8 99.54 294.131896 -1.46 293.12462 
C13 H18 N4 O4 97.99 294.131896 3.09 293.12462 
C15 H20 N O5 89.44 294.131896 7.65 293.12462 
C15 H12 N3 O10 87.13 394.055206 -7.46 393.04793 
C17 H14 O11 95.54 394.055206 -4.05 393.04793 
C18 H10 N4 O7 99.88 394.055206 -0.65 393.04793 
C20 H12 N O8 97.86 394.055206 2.75 393.04793 
C21 H8 N5 O4 90.59 394.055206 6.15 393.04793 
C23 H10 N2 O5 81.63 394.055206 9.55 393.04793 
C29 H6 N O3 99.02 416.035516 -1.8 415.02824 
C17 H10 N3 O10 97.91 416.035516 2.65 415.02824 
C14 H12 N2 O13 95.85 416.035516 -3.79 415.02824 
C27 H4 N4 O2 93.07 416.035516 -5.03 415.02824 
C19 H12 O11 90.9 416.035516 5.88 415.02824 
C12 H10 N5 O12 87.81 416.035516 -7.02 415.02824 
C26 H8 O6 84.47 416.035516 -8.24 415.02824 
C20 H8 N4 O7 82.21 416.035516 9.09 415.02824 
C14 H11 N5 O13 99.92 457.035555 -0.48 456.028279 
C29 H5 N4 O3 99.41 457.035555 1.33 456.028279 
C28 H9 O7 99.16 457.035555 -1.59 456.028279 
C16 H13 N2 O14 98.04 457.035555 2.46 456.028279 
C13 H15 N O17 96.33 457.035555 -3.41 456.028279 




Señal 8 tR= 26,368 min 
 
 
Formula (M) Score (MFG) Mass Diff (ppm) m/z 
C20 H12 N O8 100 394.056335 -0.11 393.049059 
C21 H8 N5 O4 96.99 394.056335 3.28 393.049059 
C18 H10 N4 O7 96.57 394.056335 -3.52 393.049059 
C23 H10 N2 O5 89.18 394.056335 6.69 393.049059 
C17 H14 O11 88.58 394.056335 -6.91 393.049059 
C10 H18 O16 85.7 394.056335 7.99 393.049059 
C21 H14 N2 O11 100 470.059728 0.07 469.052452 
C36 H8 N O 98.87 470.059728 1.83 469.052452 
C19 H12 N5 O10 97.43 470.059728 -2.79 469.052452 
C33 H10 O4 95.23 470.059728 -3.87 469.052452 
C18 H16 N O14 90.7 470.059728 -5.64 469.052452 
C24 H12 N3 O8 90.33 470.059728 5.77 469.052452 
C31 H8 N3 O3 87.58 470.059728 -6.73 469.052452 
C16 H14 N4 O13 82.53 470.059728 -8.49 469.052452 
C26 H14 O9 82.17 470.059728 8.62 469.052452 
C20 H11 N5 O10 99.97 481.050725 -0.28 480.043449 
C34 H9 O4 99.38 481.050725 -1.33 480.043449 
C22 H13 N2 O11 97.86 481.050725 2.51 480.043449 
C19 H15 N O14 96.88 481.050725 -3.06 480.043449 
C32 H7 N3 O3 94.54 481.050725 -4.13 480.043449 
C37 H7 N O 94.27 481.050725 4.24 480.043449 
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Formula (M) Score (MFG) Mass Diff (ppm) m/z 
C9 H5 N4 O 99.39 185.038097 2.25 184.030821 
C8 H9 O5 97.04 185.038097 -5.02 184.030821 
C11 H7 N O2 90.49 185.038097 9.54 184.030821 
C6 H7 N3 O4 85.72 185.038097 -12.32 184.030821 
C12 H8 N O2 99.88 198.055314 0.95 197.048038 
C10 H6 N4 O 95.71 198.055314 -5.82 197.048038 
C9 H10 O5 84.21 198.055314 -12.58 197.048038 
C15 H14 O9 99.71 338.048495 -1.08 337.041219 
C16 H10 N4 O5 97.97 338.048495 2.9 337.041219 
C13 H12 N3 O8 94.14 338.048495 -5.08 337.041219 
C18 H12 N O6 90.01 338.048495 6.89 337.041219 
C25 H8 N O 81.06 338.048495 -10.58 337.041219 












Formula (M) Score (MFG) Mass Diff (ppm) m/z 
C26 H14 O9 99.99 470.063701 0.17 469.056425 
C24 H12 N3 O8 97.62 470.063701 -2.68 469.056425 
C27 H10 N4 O5 97.02 470.063701 3.02 469.056425 
C14 H18 N2 O16 94.68 470.063701 4.11 469.056425 
C29 H12 N O6 90.04 470.063701 5.87 469.056425 
C36 H8 N O 87.89 470.063701 -6.62 469.056425 
C21 H14 N2 O11 82.82 470.063701 -8.39 469.056425 
C70 H14 N5 O 100 940.119747 0.09 939.112471 
C57 H22 N3 O12 99.77 940.119747 0.64 939.112471 
C69 H18 N O5 99.03 940.119747 -1.33 939.112471 
C72 H16 N2 O2 98.73 940.119747 1.52 939.112471 
C59 H24 O13 97.7 940.119747 2.07 939.112471 
C54 H24 N2 O15 97.38 940.119747 -2.21 939.112471 
C45 H26 N5 O19 96.41 940.119747 2.61 939.112471 
C67 H16 N4 O4 96.01 940.119747 -2.76 939.112471 
C60 H20 N4 O9 93.85 940.119747 3.49 939.112471 
C52 H22 N5 O14 93.37 940.119747 -3.64 939.112471 
C47 H28 N2 O20 92.04 940.119747 4.04 939.112471 
C66 H20 O8 91.54 940.119747 -4.18 939.112471 
C62 H22 N O10 88.9 940.119747 4.92 939.112471 
C51 H26 N O18 88.37 940.119747 -5.06 939.112471 
C64 H18 N3 O7 86.35 940.119747 -5.61 939.112471 
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Formula (M) Score (MFG) Mass Diff (ppm) m/z 
C19 H24 N4 O5 99.33 387.167393 1.54 387.166797 
C18 H28 O9 98.97 387.166056 -1.91 387.166797 
C21 H26 N O6 93.53 387.168736 5 387.166797 
C16 H26 N3 O8 92.65 387.164713 -5.37 387.166797 
C22 H22 N5 O2 84.67 387.170074 8.44 387.166797 
C28 H22 N O 80.38 387.162863 -10.13 387.166797 
C22 H12 N O10 99.54 449.038844 -1.18 449.039377 
C23 H8 N5 O6 98.96 449.040182 1.79 449.039377 
C20 H10 N4 O9 94.73 449.037501 -4.17 449.039377 
C25 H10 N2 O7 93.27 449.041524 4.77 449.039377 
C12 H18 O18 90.24 449.042037 5.91 449.039377 
C19 H14 O13 86.78 449.036164 -7.14 449.039377 
C32 H24 N O3 100 469.168342 -0.03 469.168357 
C17 H30 N2 O13 98.91 469.167513 -1.8 469.168357 
C30 H22 N4 O2 97.26 469.167 -2.89 469.168357 
C20 H28 N3 O10 95.16 469.170193 3.9 469.168357 
C15 H28 N5 O12 93.34 469.16617 -4.65 469.168357 
C29 H26 O6 90.43 469.165662 -5.73 469.168357 
C22 H30 O11 87.49 469.171535 6.76 469.168357 





Anexo B-2. Espectros de masas de las señales no identificadas en el análisis 
cromatográfico del extracto ASMA-PLE (120 ºC-40 bar). Se incluye información sobre 
fórmulas sugeridas (M), porcentaje de coincidencia (Score MFG), masa (Mass), error (Diff 
ppm) y la relación masa-carga (m/z). 




Formula (M) Score (MFG) Mass Diff (ppm) m/z 
C2 H4 N3 O4 94.77 134.019044 8.48 133.011768 
C6 H14 N O9 98 244.066018 3.43 243.058742 
C7 H10 N5 O5 88.63 244.066018 8.91 243.058742 
C16 H8 N2 O 87.1 244.066018 -9.65 243.058742 
C24 H20 N3 O9 99.98 494.120056 -0.21 493.11278 
C26 H22 O10 97.82 494.120056 2.51 493.11278 
C36 H16 N O2 94.85 494.120056 -3.95 493.11278 
C27 H18 N4 O6 91.55 494.120056 5.22 493.11278 
C21 H22 N2 O12 90.38 494.120056 -5.63 493.11278 
C14 H26 N2 O17 88.56 494.120056 6.26 493.11278 
C34 H14 N4 O 87.34 494.120056 -6.67 493.11278 
C23 H22 N5 O13 99.95 576.121608 -0.34 575.114332 
C38 H16 N4 O3 99.52 576.121608 1.1 575.114332 
C37 H20 O7 99.4 576.121608 -1.22 575.114332 
C25 H24 N2 O14 98.44 576.121608 1.99 575.114332 
C22 H26 N O17 97.24 576.121608 -2.66 575.114332 
C40 H18 N O4 95.57 576.121608 3.43 575.114332 
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Formula (M) Score (MFG) Mass Diff (ppm) m/z 
C19 H20 O4 96.58 312.137391 -3.95 311.130115 
C22 H18 N O 95.38 312.137391 4.64 311.130115 
C17 H18 N3 O3 87.46 312.137391 -8.25 311.130115 
C21 H8 N4 O 99.85 332.069547 0.79 331.062271 
C8 H16 N2 O12 98.68 332.069547 2.34 331.062271 
C20 H12 O5 97.52 332.069547 -3.23 331.062271 
C23 H10 N O2 94.7 332.069547 4.84 331.062271 
C18 H10 N3 O4 89.19 332.069547 -7.28 331.062271 
C19 H14 N2 O9 99.67 414.070361 -1.04 413.063085 
C17 H12 N5 O8 94.82 414.070361 -4.28 413.063085 
C22 H12 N3 O6 92.08 414.070361 5.43 413.063085 
C31 H10 O2 91.88 414.070361 -5.51 413.063085 
C16 H16 N O12 86.5 414.070361 -7.51 413.063085 
C24 H20 N3 O9 99.97 494.119817 0.28 493.112541 
C26 H22 O10 96.94 494.119817 2.99 493.112541 
C36 H16 N O2 95.96 494.119817 -3.47 493.112541 
C21 H22 N2 O12 91.74 494.119817 -5.15 493.112541 
C27 H18 N4 O6 90.18 494.119817 5.7 493.112541 
C34 H14 N4 O 88.76 494.119817 -6.19 493.112541 








Formula (M) Score (MFG) Mass Diff (ppm) m/z 
C12 H2 O15 95.53 385.93779 4.09 384.930514 
C25 H12 N O9 99.76 470.050813 0.84 469.043537 
C23 H10 N4 O8 98.63 470.050813 -2.02 469.043537 
C26 H8 N5 O5 95.66 470.050813 3.68 469.043537 
C13 H16 N3 O16 93.03 470.050813 4.77 469.043537 
C22 H14 O12 92.79 470.050813 -4.87 469.043537 
C35 H6 N2 O 89.79 470.050813 -5.96 469.043537 
C28 H10 N2 O6 88.14 470.050813 6.54 469.043537 
C15 H18 O17 84.98 470.050813 7.63 469.043537 
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Anexo C. Análisis de varianza y test de ANOVA para la determinación del efecto de 
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